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Abstract 

Objective 

Phytases are classified as 3-phytases (E.C.3.1.3.8), 5-phytases (E.C. 3.1.3.72) and 6-phytases 

(E.C. 3.1.3.26) based on the position of the first phosphate residue removed from the myo-inositol 

ring of phytate. P. pastoris has been of interest in the last few years as an industrial expression 

system. Among the advantages of this expression system, can mention strong and adjustable 

progress, high density of cells in culture medium and convenient genetic manipulation. The 

methylotrophic yeast Pichia pastoris requires a simpler environment (only one carbon source and 

one nitrogen source) than other yeasts to produce recombinant products at high cell density. The 

coexpression of digestive enzymes in a single recombinant cell system would thus be 

advantageous. The objective of this study is to determine whether combining fungal phytases (3-

phytase) with bacterial phytase (6-phytase) was more effective than each phytase alone in 

degrading of plant phytate.  In the paper, we tested the new vector, aimed to clone and coexpress 

the phytase genes (appA and phyA) isolated from E. coli and aspergillus niger, respectively, and 
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transformed into Pichia pastoris. Evaluations were made for the biochemical properties of the 

active expressed phytase.  

Materials and methods 

The nucleotide sequence of phyA and appA2, 2a peptide and alpha factor were obtained from 

NCBI database. A coexpression system for the extracellular production of phytase of Aspergillus 

Niger (3-phytase) and phytase of E. coli (6-phytase) will be established in Pichia pastoris yeast. 

Plasmid that used in this study was pPIC9k. The genes for each enzyme are fused in-frame with 

the “a-factor” secretion signal and linked by the 2A-peptide-encoding sequence. After receiving 

the synthetic plasmid with fragments, plasmid that contained phyA and appA2 was cloned in 

DH5@ and after that digested by SacI and transfered by electroporation into Pichia pastoris. 

Positive cells are resuspended at 5 mL of BMMY containing 0.5 percent methanol as an inducer. 

To follow the induction, methanol was injected into the culture every 24 hours in order to reach 

a definitive concentration of 0.5 percent. The recombinant protein was analyzed using sds-page. 

Results 

The results of present study showed that the recombinant phytase gene was transferred to Pichia 

pastoris and the results of PCR confirmed that. The molecular weight of the produced recombinant 

phytases was estimated to be around 45 and 80 kDa for appA and phyA, respectively by SDS-

PAGE. The recombinant protein has phytase activity equal to 160.97 U/ml. 

Conclusions 

In general, this study has shown successful results in the production and expression of two 

phytases in Pichia pastoris yeast and can be used to increase phytate decomposition in poultry. 

Recombinant yeast will be used for further experiments (farm experiments). 
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  چکیده

-3 یهابه گروه شودیاولین کربنی که در حلقه میواینوزیتول فسـفات در فیتات دفسـفریلاسیون شروع م یتازها براسـاسف هدف:

 pastorisمخمر  .شوندیم یبندطبقه (EC 3.1.3.72)فیتازها  -۵و  (E.C. 3.1.3.26)فیتازها  -6 ،(E.C. 3.1.3.8)فیتازها 

.P به پیش بر  توانیتوجه واقع شده است. از مزایای این سیستم بیانی معنوان سیستم بیانی صنعتی مورد در چند سال گذشته به

مخمر متانول دوست پیکیا پاستوریس ی راحت ژنتیکی اشاره کرد. کاردستو  ها در محیط کشتقوی و قابل تنظیم، تراکم بالای سلول

فقط یک منبع کربن و یک منبع نیتروژن( نسبت به بقیه )ی ترسادهبه محیط نوترکیب در تراکم سلولی بالا  یهانیبرای تولید پروتئ

زمان دو آنزیم در یک میزبان بیانی نوترکیب سودمند . بنابراین بیان همشودیمی تولید هانهیهزمخمرها نیاز دارد که باعث کاهش 
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فیتاز آسپرژیلوس آنزیم فیتاز و -6ده فیتاز ایکولای از خانوا ی آنزیمهاخواهد بود. هدف از این مطالعه ساخت وکتور نوترکیب حاوی ژن

 .نها در مخمر پیکیا پاستوریس بودآ زمانهم انیو ب افزایش تجزیه فیتات منظوربه فیتاز-3نایجر از خانواده 

و سیگنال  2aلینکر  (phyA)،فیتاز آسپرژیلوس نایجر  (appA2)،ی آنزیم فیتاز ایکولای هاژن دیتوالی نوکلئوتی :هاروشمواد و 

و آسپرژیلوس نایجر  (appA2) فیتاز ایکولای یهادر این پژوهش ژندریافت گردید.  NCBIپپتید آلفا فاکتور از پایگاه داده 

(phyA) 2لینکر  لهیوسکه بهa  بهم متصل شده بودند در پلاسمیدPIC9K  طراحی و برای سنتز به شرکتGenescript  آمریکا

کلون شد و پس  DH5aژنی در باکتری این سازه بود،  موردنظری هاژنلاسمید سنتز شده که حاوی پس از دریافت پفرستاده شد. 

در  متانول تحریک بیان ژن با استفاده از شد.  Pichia pastorisمخمر به روش الکتروپوریشن وارد ژنوم  SacIبرش با آنزیم  از

انجام شد و میزان تولید پروتئین  ساعت 24هر گیری نمونه درجه سانتیگراد صورت گرفت. 30در دمای  نیم درصدغلظت نهایی 

 نوترکیب با استفاده از الکتروفورز بررسی گردید. 

 SDS-PAGE جیشد. نتا دییآر تأ یس یپ یدر مخمر با استفاده از واکنش کلون بینوترک دیپلاسم یصحت همسانه ساز :نتایج

شده  دیتول بینوترک یتازهایف یشد. وزن مولکول انبی سیپاستور ایکیدر مخمر پ تیبا موفق phyA تازیو ف appA تازینشان داد که ف

 160/97شده دیتول بینوترک میآنز تیزده شد. فعال نیتخم phyA تازیو ف appA تازیف یبرا بیدالتون به ترت لویک 80و  4۵در حدود 

U/ml   .بود 

زمان دو فیتاز در مخمر پیکیا پاستوریس را نشان داده در ساخت و بیان همآمیز ، این مطالعه نتایج موفقیتیطورکلبه : گیری:نتیجه

)آزمایشات  مورداستفاده قرار بگیرد. این سازه ژنی برای انجام آزمایشات بعدی وریمنظور افزایش تجزیه فیتات در طتواند بهو می

 خواهد شد. استفاده ای(مزرعه

 طیور ،پیکیا پاستوریس، نوترکیب پروتئین ،زفیتاآنزیم : هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

طراحی سازه ژنی فیتاز  (1403) مجیدزاده هروی رضا، جوادمنش علی، همت زاده فرهید، کرمانشاهی حسن، پاک باطن بهاره استناد:

بیوتکنولوژی  مجله. منظور افزایش تجزیه فیتات گیاهیدر مخمر پیکیا پاستوریس بهو بیان آن ایکولای و فیتاز آسپرژیلوس نایجر 
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 مقدمه

شوند گیاهان ازجمله ذرت و سویا هست. گیاهان منبع غنی از فسفر محسوب میجیره غذایی طیور در بیشتر کشورها بر پایه 

(. فسفر متصل Sell and Ravindran 2007باشد )صورت باند شده با فیتات میها بهدرصد فسفر موجود در آن 7۵تا  60که تقریباً 

شود. سطح فسفر درنتیجه با فضولات دفع میباشد دسترس میای همچون طیور و خوک غیرقابلبه فیتات برای حیوانات تک معده

(. ازطرفی فیتات با Naham 2007زیست شوند )ها منتقل شده و سبب آلودگی محیطها و رودخانهتواند به دریاچهبالا در مدفوع می

بب جلوگیری از ها، سها شده و هم چنین با اتصال به پروتئینها، سبب عدم جذب آناتصال به مواد مغذی، آمینواسیدها و چربی

 (. Kumar et al. 2010گردد )ها در داخل جیره حیوانات میعملکرد صحیح آن

فیتاز آنزیمی است که قادر است مولکول فیتات را هیدرولیز نماید و درنتیجه سبب آزاد شدن فسفر و سایر مواد مغذی متصل به 

های آمینه، پروتئین، انرژی قابل تنظیم نمود که سطح فسفات، اسیدهایی توان جیرهآن شود. درنتیجه استفاده از آنزیم فیتاز می

محیطی را کاهش داد های زیستهای تولید و آلودگیتوان هزینهتری را دارا باشند و بدین طریق میمتابولیسم و مواد معدنی پایین

(Greiner and Konietzny 2006). 

-3.1.3.8EC ( 6(فیتاز -3های های فیتاز بـه نامسه گروه از آنزیم 1بیوشیمی المللیگذاری آنــزیم اتحادیــه بینکمیتــه نام

را توجـه به شماره کربن حلقه اینوزیتول که گـروه فـسفات آن توسط آنزیم  (EC 3.1.3.72)فیتاز -۵و  (EC 3.1.3.26) فیتـاز

ـروع شد. اولین و شاید بهترین فیتاز شناخته شده فیتـاز ش 1984شود ارائه داده اسـت. مطالعات ژنتیکـی فیتازهـا در سـال برداشته می

این فیتاز از نوع  .باشدمی لودالتونیک 80شود و وزن مولکـولی آن رمز می kb1.4 وسیله یک قطعه است که به A.nigerمربوط به 

وزیله هستند. این فیتـاز در مقایسه با غیر گلیک E.coli(. فیتازهای باکتریایی ماننـد فیتـازEhrlich et al. 1993باشد )فیتاز می-3

بهینـه اسـیدی، مقاومت به پپسین و فعالیت ویژه بـالا نـسبت بـه فیتات در رهاسازی فسفر از جیره غذایی  pHفیتاز قارچی به دلیل 

است. کارایی یک  التونلودیک 4۵و اندازه آن  باشدیفیتاز م -6فیتاز ایکولای از نوع  .(Lei et al. 2007خوک و طیور مؤثرتر است )

بخشند. استفاده در خوراک طیور بهبود می ٪18تا  12شود کم است و قابلیت هضم فسفر را حدود نوع فیتاز که به خوراک اضافه می

 .(Ullah and Gibson 1987)دهد ترکیبی از دو گروه آنزیم، قابلیت هضم بیشتری را بر روی فسفر در خوراک نشان می

های بیانی مخمرها که سال گذشته سیستم 20های خارج سلولی بسیار مناسب هستند. در طول ن پروتئینمخمرها برای بیا

 .Damasceno et alاند )های نوترکیب موردتوجه بسیار قرار گرفتهمشهورترین آنها پیکیا پاستوریس است، برای تولید پروتئین

درصد  80تواند بیش از جی در محیط کشت است. محصول ترشح شده میاهمیت ویژه این مخمر، توانایی ترشح پروتئین خار .(2012

پروتئین در  1000به قابلیت این سیستم بیانی، تاکنون بیش از باتوجه .(Li et al. 2007های محیط کشت را شامل شود )پروتئین

پیکیاپاستوریس یک سیستم بیانی  .(Prinz et al. 2004; Yokoyama et al. 2003اند )سیستم بیانی فوق کلون و بیان شده

 .Cregg et al. 2000; Zhang et al)رود میکاربردی در مهندسی پروتئین به شمار -مفید با بازدهی مؤثر و یک ابزار تجربی
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 2009( و در سال Cregg et al. 1985پاستوریس برای بیان پروتئینهای خارجی توسعه یافت ) -،پیکیا 1980(. در سال 2009

 .(Mattanovich et al. 2012روتئین نوترکیب دارویی )آنزیم بازدارنده کالیکرین( در آن تولید شد )اولین پ

ست پروتئین نوترکیب را ا( یا خود ژن قادر ساکارومایـسس سرویزیهاستفاده از سیگنال ترشحی مخمر )آلفا فاکتور مـشتق از 

تواند قبل از ترشح پروتئین دهای دی سولفیدی و گلیکوزیلاسیون میدر مسیر ترشـحی مخمـر هـدایت کنـد، کـه در آن تـشکیل بان

نرمال ترشحی و  هایی کـه به طور(. در مورد پروتئینFidler et al. 2003نوترکیب به داخـل محـیط کـشت صـورت پـذیرد )

 (.Invitrogeneگلیکوزیله هـستند اگر از سـیگنال پپتید طبیعی ژن هم استفاده شود بسیار مؤثرتر است )

. دراین (Wang et al. 2007) استفاده شده استزمان دو پروتئین در سیستم بیانی مخمر برای بیان هم 2aاستفاده از لینکر 

 2aشد که لینکر ه و نشان داد شدزمان بیان هم 2aوسیله لینکر آلدهید را با یک پروموتور به نییکولین مونواکسیژناز و بتامطالعه 

زمان آل برای بیان همممکن است یک سیستم ایده 2aکند. بنابراین، پپتید های جداگانه را در یک میزبان تسهیل میبیان مؤثر آنزیم

به عمل آمده در اواخر دهه  های و بررسی مطالعاتعلاوه، به منفرد در مخمر متیلوتروفیک باشد. ORFهای متعدد از یک پروتئین

 رونویسی، ،DNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی  ترینمهم زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمودمیلادی روشن  80

یک سلول از تعداد زیادی ژن  1یکیژنت ماده(.  .a2202Mohammadabadi et al) هستند( ها ژن تنظیم نحوه حتی و ترجمه

 یا پروتئین و شده بیان آنها از کمی تعداد فقط لحظه هر در و شوندزمان بیان نمیشده است که هیچ گاه همه به طور هم لیتشک

 مشخص کندیم رشد آن در موجود که محیطی(. Mohammadabadi et al. 2202b) نمایندمی تولید را سلول نیاز مورد آنزیم

 Jafari Ahmadabadi et) شود خاموش ای و رفعالیغ دیبا و ستین آن فرآورده به یازین که نیا ای و شود انیب ژن ایآ که کندیم

al. 2023 ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری .)E.coli ( کشف شدArabpoor Raghabadi et al. 2021 .)هایژن 

 ژنوم تمام از کوچک نسبتاً مجموعه یک تنها ها بافت انواع از یک هر در. است چندبعدی و موقت کنترل تحت شانبیان یوکاریوتی

. (Mohammadabadi and Hasanzadeh Davarani 2021) دارد بستگی نمو مرحله به هاژن بیان نیز و شودمی بیان

 سایر در نیز و بافت همان در که ژن محصولات مقدار همچنین. است اختصاصی بافت هر برای ها، بیان ژن در یوکاریوتبنابراین

 اقدامات از یکی(. Shokri et al. 2023) شودآن ژن می انی، ساخته شده سبب تنظیم بسازندمی را محصول آن که هاییبافت

 است یکروموزوم ای یسلول سطح در آنها مطالعه و مهم صفات با مرتبط یهانیپروتئ و هاژن مطالعه یملکول یبهنژاد در یاساس

(Mohammadabadi and Asadollahpour Nanaei 2021 .) 6فیتاز و -3لذا، هدف از انجام این مطالعه تولید آنزیم های-

 .فیتاز بودتوسط  به منظور افزایش کارایی تجزیه فیتات گیاهی فیتاز توسط یک مخمر نوترکیب

 

                                                      
1 DNA 
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 هامواد و روش

تهیه شده  GS115سویه   Pichia pastorisو مخمر  DH5a یهسوایکلای از  ها و مخمرهای مورداستفاده:باکتری

و نیز بیان در اولیه در باکتری  یسازهمسانهبرای انجام  pPIC9k منظورهدو از حامل. از پژوهشکده بوعلی مشهد استفاده گردید

 استفاده گردید. مخمر 

بیوتیک لیتر آنتیمیکروگرم بر میلی 100حاوی  LB-agarو  LBهای از محیط ها:بیوتیکهای کشت و آنتیمحیط

استفاده  نوترکیب مخمرو انتخاب برای کشت  YPD-Agarو  YPDهای باکتری و محیط کشت و انتخاب درسیلین جهت آمپی

 .مخمر استفاده شددر  غربال گری برای geneticinبیوتیک گردید. از آنتی

طراحی و  ).napgeneS ).comsnapgenewwwافزار پرایمرهای رفت و برگشت با استفاده از نرم طراحی پرایمرها:

 شد. اختهپیشگام ستوسط شرکت 

 یتجار یاز وکتورها یبود. تعداد زیاد شیآزما یمناسب برا دیپلاسم یجستجو شیآزما نیمرحله اول ا :طراحی سازه ژنی

 pPIC9k حامل در مطالعات گذشته، انجام شده یهایدارد که بعد از بررسپاستوریس وجود  ایکیدر پ یخارج یهانیپروتئ انیب یبرا

 یبرا پاستوریس ایکیپاستفاده در مخمر  ردمو حامل بیانعنوان بهبود سکانس آلفا فاکتور  گنالیس که دارای AOX1تحت پروموتور 

از محیط فاقد پپتید و  توانیماین است که  حاملمزیت این  .(Zou et al. 2008; Liu et al. 2015) این پژوهش انتخاب شد

فاقد  GS115 پیکیا پاستوریس کهییازآنجاترشحی خواهد بود.  صورتبهو از طرفی پروتئین تولیدی کرد پروتئین برای بیان استفاده 

ترشح شده در محیط کشت بعد از بیان مربوط به  یهانیپروتئبنابراین بخش اصلی  باشدیمترشحی قابل توجهی  یهانیپروتئ

می باشد که این  bp  12۵3است که ناحیه کد کننده پروتئین فعال bp  1299قطعه کد کننده ژن فیتاز است. موردنظر یهانیپروتئ

 تازیف (.1/496073AYنامگذاری گردید )شماره دسترسی بانک ژنی  appA2تحت (Rodriguez et al, 1999)ناحیه توسط 

 به کوفاکتور ندارد ازیخود ن تیفعال یباشد که برا یفسفاتازها م دیاس نیدیستیه رخانوادهیو ز تازیف-6از خانواده  میآنز کی یکولایا

(Konietzny & Greiner 2004)جرینا لوسیآسپرژ تازی. ف phyA  1506باشد که اندازه آن می  تازیف-3از خانواده bp  می باشد

 (.AY745739.1رسی بانک ژنی ) شماره دست

 

 NotIو  SnaBI هیناحفیتاز در  یهاژن. سازه ژنی طراحی شده حاوی 1شکل 

Figure 1. Designed Structure including phytases gene in SnaBI and NotI 

http://www.snapgene.com/
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پپتید، لینکری مفید برای بیان 2a استفاده شد. 2a نکریاز ل یمخمر زبانیجداگانه در م ورتصبه تازهایاز ف کیهر انیب یبرا

زمان دو پروتئین به دو اسیدآمینه هست که باعث جداسازی هم 30تا  18پپتید -2aهای متعدد از یک پروموتر است. متعادل پروتئین

 لگنایدوم از س تازیف یقبل از توالترشح خارج سلولی قطعه دوم  منظوربه. (Roongsawang et al. 2010) شوندبخش مستقل می

قرار  pPIC9k دیدر پلاسم Not Iو  SnaB I یمیآنز گاهیدو جا نیشده مورد نظر ب یآلفا فاکتور استفاده شد. قطعه طراح یترشح

 براساس میزبان بیانی انجام شد. Genescript با نرم افزار آنلاینکدون بهینه کردن  گرفت.

به شرکت  ساختاستفاده شد. توالی طراحی شده برای  Snapgene افزارنرمدر داخل وکتور از  هاژنطراحی  منظوربه

Genescript .پس از ارسال کانسترکت سنتز شده توسط شرکت  آمریکا فرستاده شدGenescript،  به منظور تکثیر و زیاد کردن

 ترانسفرم انجام می شد.  E.coli DH5α سازه ژنی موردنظر باید در باکتری

قبل از افزودن آب دیونیزه به تیوب حاوی کانسترکت، ابتدا میکروتیوب سانتریفیوژ شد تا تمام : سازی کانسترکتآماده

آب مقطر دیونیزه افزوده شد و دوباره سانتریفیوژ گردید. میزان آب اضافه شده به  μL 80محتویات ته لوله جمع شود و سپس مقدار 

 برسد ng/ml ۵0ای بود تا غلظت نهایی به اندازهمیکروتیوب به

پلاسمید رقیق شده با استفاده از  ،های مستعد باکتریپس از تهیه ی سلول :Ecoli DH5αانتقال پلاسمید به باکتری 

دقیقه بر روی  20های مستعد باکتری را برای های باکتری انتقال یافت. در طی این روش، سلولروش شوک حرارتی به درون سلول

ها انتقال داده. باکتریدقیقه  2-1به مدت ها را به روی یخ درجه و دوباره آن 42دقیقه در دمای  2ها را برای یخ قرار داده؛ سپس آن

روز کشت بیوتیک به مدت یک شبانهحاوی آنتی LBدر شیکر انکوباتور رشد داده شد و سپس بر روی محیط کشت  LBدر محیط 

 داده شد. بدین ترتیب مقدار زیادی از پلاسمید به دست آمد.

و  اختصاصی طراحی شده بر روی قطعه 2ARو پرایمر برگشت   AOX1رفت ای پلیمراز از پرایمرانجام واکنش زنجیره برای

درجــه  9۵( در Denaturation( استفاده شد بعد از واسرشــت شــدن )شرکت آمپیلیکون دانمارکمپلیکون )آ 2xمسترمیکس 

ثانیه،  40درجــه ســانتیگــراد به مدت  9۵چرخـه بـا دمــای واسرشــت  3۵دقیقه، قطعـه وارد شـده در  7سانتیگراد به مدت 

درجه سانتیگراد به مدت  72( Extensionثانیـه و دمـای تکثیر ) 40درجه سانتیگراد به مدت  ۵9( Annealingدمــای اتــصال )

برای استخراج پلاسمید آماده شدند.   PCRپس از کلونی  درصد 1های تأیید شده بر روی ژل آگارز ثانیه تکثیر شد. کلونی 90

( صورت گرفت. پس از تأیید پلاسمید نوترکیب GTPاستخراج پلاسمید توسط کیت استخراج پلاسمید شرکت پیشگامان انتقال ژن )

 خطی شد. Sac Iمنظور انتقال به مخمر پیکیا پاستوریس در محل برش آنزیم استخراج شده به

به  (Electroporationوسیله روش الکتروپوریشن )روگــرم ناقــل خطــی شــده بهمیک ۵حــدود : انتقال به مخمر

 BIO-RAD GENEترانــسفورم شــد. الکتروپوریــشن بــا اســتفاده از میکروپالسر پیکیـا پاســتوریسهای مـستعد سلول

PULSER XCELL TOTAL  های ثانیه صورت گرفت. سلولیمیل ۵ولت به مدت  2000سـانتیمتـر و در ولتاژ  2/0با کووت
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های رشـد درجـه سانتیگراد انکوبه شدند. تک کلونی 30روز در دمـای  7پخش شده و بـه مـدت  MDترانـسفورم شده روی محیط 

های روز کلونی ۵میکروگرم در میلی لیتر از آنتی بیوتیک جنتیسین انتقال یافتنــد  بعد از  ۵0آگار حاوی  YPDکـرده بـه پلیـت

 DNAمخمـری بـا اسـتفاده از کیـت اسـتخراج  DNAمخمر، منظور تأیید ورود قطعه ژنی به درون ژنوم مثبت مشاهده شدند. به

 با روش قبلی و آغازگرهای ذکر شـده انجـام شد.   PCRو  استخراج

 لباف یتریلیلیم ۵0 یهادرون ارلن BMGY محیط تریلیلیم 4برداشته و به  یاز هر کلن یبه منظور تولید بیومس مقدار کم

 یمخمر یهادرجه سانتیگراد قرار داده شد سپس به منظور جدا کردن سلول 30انکوباتور  کریساعت در ش 24 یبرا و دیدار تلقیح گرد

 100فات بار با بافر فس 2رسوب  انجام و پس از حذف محیط کشت مجدداً دور ۵000در  فیوژیدقیقه سانتر ۵از محیط کشت به مدت 

حل شد سپس  BMMY طیلیتر محمیلی 10در  یمخمر یهامانند قبل شستشو داده شد. در ادامه سلول فیوژیو سانتر مولاریلیم

غلظت نهایی  کهیطوربهبه محیط اضافه گردید  صددرصد 100متانول ساعت  24گرفت. هر  درجه قرار 30دار  کریدر انکوباتور ش

 برده شود. SDSژل  یساعت نمونه برداشته شد تا بر رو 24ساعت هر  72تا  متانول در محیط کشت به نیم درصد برسد.

ضد فیتاز موجود نبود و  یبادیاز آنجا که در این مطالعه آنت :زیموگرامروش تعیین باند فعال آنزیمی با استفاده از 

 تواندیبنابراین امکان استفاده از وسترن بلاتینگ نیست لذا آزمایش زیموگرافی تکنیک جایگزینی برای تشخیص باند فعال آنزیمی م

انجام گرفت.  آگارزباندی که دارای فعالیت فیتازی است روی  نییتع یبرا (Yanke et al. 1998)طبق روش  شیآزما نیباشد. ا

در  عتسا 1به مدت  x-100 تونیشد. سپس ژل در محلول ترا ریخته هاچاهکدرون ها نمونهژل چاهک هایی ایجاد شده و روی 

ساعت دنبال شد.  1درجه به مدت  4 یدر دما (pH=5)مولار  1/0 استات میژل در سد ونیور شد. مراحل انکوباساتاق غوطه یدما

مدت  انیدرجه قرار گرفت. بعد از پا 37 یساعت در دما 16به مدت  تاتیف میسد %4/0 یمولار حاو 1/0 سپس ژل در بافر استات

کبالت با  دیو سپس محلول کلر دیور گردغوطه قهیدق ۵به مدت  %2کبالت  دیدر کلر سژل با آب مقطر شستشو و سپ ونیانکوباس

 یتازیف تیفعال یروشن نقاط دارا نهیدر زم رهیت ی. باندهادیگرد نیگزیجا %42/0وانادات  ومیو آمون %2۵/6 بداتیمول ومیمحلول آمون

 را نشان داد.

انجام شد و  (Tran et al. 2011) مولیبدات بـا استفاده از روش آمونیومفعالیت آنزیم فیتاز  گیری فعالیت آنزیمی:اندازه

نتایج با یک منحنی استاندارد تهیه شده با فسفات معدنی نانومتر اندازه گیری شد.  41۵با دستگاه اسپکتوفتومتر جذب آن در 

(KH2PO4) .مقایسه شد ( هر واحد فعالیت آنزیمی فیتازU ) میتواند عبارت است از مقدار آنزیمی کهµmol 1 را در  فسفر معدنی

 .هر دقیقه از سدیم فیتات، جدا کند
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 نتایج و بحث

و توالی ژن فیتاز آسپرژیلوس  AY496073.1توالی ژن فیتاز ایکولای با شماره دسترسی  :انتخاب توالی فیتاز و سنتز ژن

بر اساس ترجیح کدونی میزبان  هاآنبررسی شد و توالی نوکلئوتیدی  GenBankدر  AY745739.1نایجر با شماره دسترسی 

به توالی اضافه  2aبه منظور بیان راحت تر باید قطعات آلفا فاکتور و لینکر  طراحی شد. Genescriptتوسط  پیکیا پاستوریسبیانی 

انجام شد. با  pPIC9k حاملده در داخل طراحی کانستراکت کلون ش Snapgene (version 3.2) گردد. با استفاده از نرم افزار 

 .(2)شکل  جایگاه برش آنزیمی و هم چنین قالب صحیح خواندن کدون ها را تعیین نمود توانیماستفاده ازین نرم افزار 

 

. قطعه طراحی شده بلافاصله Snapgeneتصویر شماتیک از سازه ژنی کلون شده توسط نرم افزار . 2شکل 

 قرار می گیرد NotIو  SnaBIقرار می گیرد. قطعه طراحی شده بین دو آنزیم  AOX1بعد از پروموتور 

Figure 2. cloned Structure by Snapgene sofware. The designed fragment is located after the 

AOX1 promoter. The designed fragment is placed between two enzymes SnaBI and NotI 

 

و پرایمر برگشت   AOX1رفت  ی رشد یافته با پرایمرهایکلناز  : PCRوجود ژن سنتز شده از طریق روش  دییتأ

2AR  قطعه اختصاصی طراحی شده بر رویPCR  محصول بدست آمده مورد بررسی  الکتروفورز( و با استفاده از 1انجام شد )جدول
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(. سپس استخراج 3جفت باز می بود می توان وجود ژن را تایید کرد )شکل  177۵قرار گرفت. با در نظر گرفتن اندازه قطعه که باید 

 .پلاسمید انجام شد

 

 . توالی آغازگرهای رفت و برگشت اختصاصی1جدول 
Table 1. The sequences of forward and reverse specific primers 

 

 نام آغازگر توالی آغازگر طول قطعه
1775 (5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3') AOX1 

 )'3 -GGACCTGGATTCTCTTCAACATC-' (5 2AR 

 

لاین  ،دنا زیست KB1لدر  ۲لاین  ،کنترل منفی 1. تایید وجود وکتور و ژن از طریق الکتروفورز. لاین 3شکل 

 کلونی تایید شده 3

Figure 3. Confirming the presence of vector and gene by electrophoresis. Line 1 is a negative 

control, line 2 is a 1KB DNA ladder, line 3 is a confirmed colony 

 

حاوی آمپی سیلین کشت  LB،کلونی های مثبت در محیط  PCRپس از تایید کلونی   :سمید تخلیص شدهلاارزیابی پ

آگارز الکتروفورز گردید تا از صحت  لمید تخلیص شده بر روی ژلاساز پ μL 2 میزانو پلاسمید نوترکیب استخراج شد.  داده شده

سمید اطمینان حاصل شود. پس از انجام الکتروفورز نمونه ها بررسی شدند و باند مربوطه مشاهده گردید. در لامراحل کار و وجود پ

اوت به دلیل اینست که برخی فاستخراج شده، برای هر نمونه چندین باند مشاهده می شود که این تسمیدهای لافرایند الکتروفورز پ

در آمده باشند به همین دلیل در  DNA فلاسمید ها در طی مراحل استخراج ممکن است به صورت سوپرکویل، تک رشته یا کلاپ

 (.4)شکل  ستون مربوط به یک نمونه چندین باند مشاهده می شود
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 1kb . لدر4پلاسمیدهای استخراج شده از هر کلونی. لاین  3و  ۲،1. استخراج پلاسمید. لاین 4کل ش

 دنازیست

Figure 4. Plasmid extraction. Lane 1, 2 and 3 plasmids extracted from each clone. Line 4. 

The 1kb ladder 

لازم  pPIC9Kبه منظور انتقال وکتور نوترکیب  SacI: سمید توسط آنزیملاهضم آنزیمی جهت خطی کردن پ

وکتور بود انجام  AOX1'5که تنها دارای یک محل برش در پروموتور  SacIبود تا وکتور بصورت خطی در آید. این عمل با آنزیم 

 .(۵)شکل  شد و وکتور بصورت خطی درآمد

 
و لاین  SacIهضم آنزیمی با   3و  ۲دنازیست، لاین  1kbلدر  1لاین  SacI.. هضم آنزیمی با آنزیم 5شکل 

 پلاسمید غیر خطی 4

Figure 5. Digestion of recombinant plasmid with SacI (1) ladder 1kb (2 and 3) linear plasmid 

with SacI (4) Not linear plasmid 



 1403و همکاران،  پاک باطن

147 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 یحاو MD طیمح :نوترکیب خطی شده به سلول های مستعد پیکیا پاستوریس PIC9Kانتقال پلاسمید 

رشد نیاز به حضور  یبرا یمعمول سیدر آن وجود ندارد. پیکیا پاستور ینواسیدیهیچگونه آم یرشد مخمر بوده ول یبرا یمواد حداقل

رشد نخواهد کرد اما  دینواسینیست لذا در محیط بدون آم نواسیدیآم نیدر محیط کشت داشته و خودش قادر به ساخت ا نیهیستید

به داخل ژنوم خود شده باشند قادرخواهند  pPIC9kنوترکیب  یبه جذب وکتورها قموف شنیالکتروپور یکه در ط یمخمر یسلول ها

)شکل   رشد کردند MDمحیط  روز کلونی ها در ۵بعد از  موجود بسازند. یمورد نیاز شان را خودشان از مواد حداقل نیبود که هیستید

 (.7بصورت شطرنجی کشت داده شد )شکل   0.02۵آگار حاوی جنتیسین  YPDسپس کلونی های رشد کرده بر روی محیط  .(6

 
 MD plateسلولهای الکتروپوریت شده بر روی  سفره ای کشت. 6شکل 

Figure 6. Plate culture of electroporated cells on MD plate 

 

های کشت مجدد  مستقیم از کلنی PCR :های بدست آمده از الکتروترانسفرم وجود پلاسمید در کلنیتایید 

جهت تایید وجود  اختصاصی طراحی شده بر روی قطعه 2ARو پرایمر برگشت  AOX1رفت  با پرایمر شده منتقلباکتری های 

در صورت طراحی شده بود  pPIC9kپلاسمید در آنها انجام گرفت. با توجه به اینکه پرایمر مورد استفاده اختصاصی پلاسمید 

 .(8)شکل  و درصورت عدم وجود پلاسمید هیچ باندی مشاهده نمیشود 177۵یک قطعه  هاقرارگرفتن قطعه ژن 

PCR  شده یک روش مطمئن برای تایید وجود پلاسمید و آزمایش صحت انتقال است. مقالاتی در این  منتقلمستقیم از کلنی

اند و به این طریق باکتری های ه ارتباط وجود دارد که از این روش به عنوان یکی از راههای تایید انتقال پلاسمید استفاده کرد

 . (Liu et al. 2007؛ Liu et al. 2005)کرده اند مطمئنی را برای ادامه آزمایش انتخاب 
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 جنتیسین 0.0۲5حاوی آگار YPD بر روی محیط MD plateهای ی کشت شطرنجی کلون. 7شکل 

Figure 7. Checkered culture of MD plate colonies on YPD medium containing 0.025 

geneticin 

 

 
 1kbلدر  ۲کنترل منفی لاین 1لاین  بر روی کلونی های منتخب با پرایمرهای اختصاصی PCR نتایج .8شکل 

 PCRکلونی  5و  4کنترل مثبت و لاین  3دنازیست، لاین 

Figure 8. PCR on the selected colonies with specific primers line 1, negative control, line 2, 

1kb Denazist leader, line 3, positive control and line 4 and 5 PCR colonies 
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مربوط  kDa  4۵یک باند را در ناحیه الکتروفورز نمونه روی ژل آکریلامید : SDS-PAGEتعیین باند فعال آنزیم توسط 

 شان داد که با آنچه که در مدل سازی نرممربوط به فیتاز آسپرژیلوس نایجر را ن kDa 80به فیتاز ایکولای و یک باند در ناحیه 

را با  kDa  46که ژن فیتاز ایکولای به اندازه (Heravi et al. 2017)این نتایج با مطالعه  .(9د )شکل افزاری بود مطابقت میکر

  گزارش کردند مطابقت داشت. همچنین U/mL 4.9لاکتوکوکوس لاکتیس بیان کردند و فعالیت آنزیمی آن را موفقیت در داخل 

(Pakbaten et al. 2019)  ژن فیتاز ایکولای را در داخل باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس بیان کرده و باندkDa 46  را مشاهده

را مشاهده کردند  kDa 84خل مخمر پیکیا پاستوریس بیان شد و باند فیتاز آسپرژیلوس با موفقیت دا در مطالعه ای دیگرکردند. 

(Weaver et al. 2007). 

 
 :2کنترل منفی )مخمر خالی( ستون  : 1ستوندرصد.  10الکترفورز نمونه فیتاز روی ژل آکریلامید . 9 شکل

 نوترکیب تولید شدهآنزیم  :4و  3ستون،  (kDa) مارکر مولکولی

Figure 9. SDS-polyacrylamide gel 10 percent electrophoresis analysis of the recombinant 

phytase. Lane 1: native yeast, lane 2: protein marker, lane 3 and 4: Recombinant enzyme 

 

یم اشباع شده و سپس در این آزمایش ژل آگارز با سوبسترای آنز :موگرامیبا استفاده از ز یمیباند فعال آنز نییتع

های دیگر گیرد به این معنا که مکانهایی از ژل که دارای فعالیت آنزیمی است شفاف )بیرنگ( و قسمتآمیزی معکوس انجام میرنگ

 گردد.به واسطه تشکیل کمپلکس فیتات با فلزاتی مثل کروم و مولیبدات کدر می
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 آنزیم نوترکیب. 3 میهوستازا یتجار می. آنز2 یکنترل منف 1. موگرامیز یزیرنگ آم. 10شکل 

Figure 10. Zymogram assay. 1: negative control 2: Hostazyme enzyme 3: 

recombinant enzyme 

 

 ریغ ی که پیکیا پاستوریسرا نشان داد، در حال U/mL 97/160 یمیآنز تیفعال بینوترک فیتاز تعیین فعالیت آنزیمی:

 مطالعه نشان نداد. نیرا در ا تازیف تیگونه فعال چیه بینوترک

باشد که با توجه به اثرات مثبت در بهینه سازی مصرف جیره دام و طیور می عتفیتاز آنزیمی کاربردی در صن: گیرینتیجه

و... تولید  BSAFجیره دام و طیور باعث شده که در سالهای اخیر به طور انبوه بصورت نوترکیب توسط شرکت های متعدد مانند 

. طیور در سطح جهان و ایران رونق خاصی یافته است دام و خوراکهای مختلف در  چند سال اخیر بهره گیری از افزودنیدر  .گردد

از آن جا که طیور فاقد آنزیم فیتاز در بدن خود می باشند و فسفر فیتاته، در بدن طیور بدون تجزیه دفع میشود استفاده از این محصول 

کشاورزی و علوم دامی می تواند باعث تجزیه و دردسترس قرارگرفتن فسفر و سایر مواد مغذی از جمله کلسیم و در نتیجه  در صنعت

های متعددی با موفقیت کلون سازی و بیان شده اند. در میزبان های مخمری متیلوتروف پروتئین کاهش آلودگی محیط زیست شود.

های نوترکیب در محیط های ارزان هستند. نتیکی شده و قادر به رشد و تولید پروتئینمیزبان های مخمری به راحتی دست ورزی ژ

فیتاز و یک -3های صنعتی در آنها صورت گرفته است. در این تحقیق یک آنزیم همچنین مطالعات بسیاری در زمینه تولید انبوه آنزیم

کاندیدای مناسب  ،ریس بیان کنیم تا علاوه بر تولید آنزیم نوترکیبفیتاز را انتخاب نمودیم تا در میزبان مخمری پیکیا پاستو-6آنزیم 
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ی هاآنزیم فیتاز نوترکیب، ژن مکمل ه منظور تولیدجهت تولید انبوه فیتاز را با توجه به معیارهای تولید صنعتی فیتاز شناسایی نماییم. ب

 وارد ژنوم مخمر  DH5αاشرشیا کلی ثیر در باکتریشد و وکتور نوترکیب پس از تک طراحی و سنتز  pPIC9k وکتور بیانی درهدف 

فعالیت آنزیم . بیان شد مخمر پیکیا پاستوریسبا موفقیت در  phyAو فیتاز  appAفیتازشد. ی به عنوان میزبان بیان پیکیا پاستوریس

 .بود U/mL 160.97 نوترکیب تولید شده

از صندوق حمایت از انجام شد.  477۵4/3این تحقیق با حمایت دانشگاه فردوسی مشهد، گرنت شماره  :سپاسگزاری

بدلیل حمایت های مالی و جناب آقای دکتر محمدرضا نصیری جهت همکاری در این نیز ( INSFپژوهشگران و فناوران کشور )

  مطالعه نهایت تشکر را بعمل می آوریم.

 

 منابع

های ران، دست، راسته و چربی در بافت p32( الگوی بیانی ژن 1400عرب پور رق آبادی زهرا، محمدآبادی محمدرضا، خضری امین )

 .200-183(، 4)13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  .پشت بره کرمانی

مجله . Real Time PCRفاده از ( بیان ژن لپتین در بز کرکی راینی با است1400محمدآبادی محمدرضا، اسدالله پور نعنایی حجت )

 .197-214(، 1)13 بیوتکنولوژی کشاورزی

 ، ترمیم و پیشگیری از آسیب همانندسازیاهمیت تغذیه در  بیان ژن، ( 1400محمدآبادی محمدرضا، حسن زاده داورانی فاطمه )

DNA .20۵-222 (،3)13 مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. 

در بافت بیضه بز DNAH1 پروفایل بیانی ژن ( 1401) بابنکو اولنا ایوانیوناطیفی آیگین، محمدآبادی محمدرضا، خیرالدین حمید، ل

 .2۵6-243(، 3)14 مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. کرکی راینی

در بافت  DLK1نقش رازیانه بر بیان ژن ( 1401)زهرا و همکاران  عرب پور رق آبادی، شبان جرجندی دیانا، محمدآبادی محمدرضا

 .133-1۵۵(، 2)14 مجله بیوتکنولوژی کشاورزی قلب گوسفند.
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