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 حيوانات برای را اتفسف و هيدروليز را های گياهي دانه فيتيکاسيد كه  هستند ييها نزيمفيتازها آ

عنوان افزودني جيره غذايي دام، طيور و  شود تا فيتاز به اين امر باعث مي . كنند يم دسترس قابل

افزودن فيتاز به جيره غذايي باعث حفاظت محيط زيست و . ماهيان كاربری فراواني داشته باشد

 كاربری وسيع. شود مي Eutrophicationمانعت از اثرات زيان بار افزودن فسفر معدني و پديده م

فيتاز  نوتركيب و طبيعي توليدنشان از اهميت فيتاز در علوم كشاورزی، دامداری و داروسازی 

 Foodگراد مرحله درجه سانتي 17تا  07كه افزودني جيره غذايي تحت دمای  از آنجائي. است

Pelleting ال است كه با  گيرد، لذا دستيابي به فيتاز پايدار در برابر حرارت هدف ايده قرار مي

پس از  تحقيق اين در .توان به اين هدف دست يافت های مهندسي پروتئين مي استفاده از روش

مطابق ترجيح كدوني ميزبان طراحي   Bac phy-Wildسنتتيک فيتاز ژن های بيوانفورماتيکي، بررسي

با هدف زايي هدفمند  جهش .كلون سازی شد Escherichia coli-DH5α ميزبانباكتری ن دروو 

-Bac Phyيافته  جهشطبيعي و ژن . انجام شد (S392W) در جايگاههای هيدروفوبي  افزايش پيوند

Mut  به ناقل بيانيpET26b(+) و سازه حاصل به درون  هيافت انتقالEscherichia coli-BL21  منتقل

را نشان  كيلو دالتون 12با وزن مولکولي  خارج سلولي فيتازحضور  الکتروفروز عمودی جنتاي .شد

 55نشان داد كه دمای بهينه  های نوتركيب بررسي خصوصيات فيزيکوشيميايي فيتازچنين  هم .داد

يافته نسبت به نمونه  نمونه جهش مقايسه پايداری دمايي. باشد مي 5بهينه  pH گراد و درجه سانتي

بهبود درصد  0و  3، 83، 21، 81ترتيب  گراد به درجه سانتي 17و  07، 07، 57، 17عي در دماهایطبي

فيتاز از توان  زايي هدفمند مي كه با استفاده از روش جهش داد نشان مطالعهنتايج  .را نشان داد

و محيط زيست ، دامپروری صنايع كشاورزیبا كاربری در حرارت در برابر پايدار  يافته جهش

 .بهره برد داروييچنين مصارف  هم و دام، طيور و ماهيان جيره غذايي افزودني عنوان به
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ها دسته مهمی از ترکيبات درون سلولی هستند که در تمامی  آنزیم

بهبود خصوصيات . های متابوليسمی سلول نقش دارند روند

. باشد ترین اهداف در بيوتکنولوژی نوین می ها یکی از مهم آنزیم

های صنعتی نياز به  های طبيعی در پروسه برای استفاده از آنزیم

 ها ضروری است تئين برای بهبود عملکرد آنمهندسی پرو

(Borjian Borujeni and Moradi 2013; Sarikhani et al. 2010). 

 دوم و سومساختارهای  بررسیاستفاده از علم بيوانفورماتيک در 

چنين پيش بينی پایداری و فعاليت پروتئين پس از  پروتئين و هم

هدف توانسته گامی بزرگ در توليد ایجاد تغييرات در پروتئين 

 .(Lehmann et al. 2000a-a) برداردپروتئين نوترکيب 

 که است آنزیمی (فسفوهيدرولاز هگزافسفات ميواینوزیتول) فيتاز

 فسفات مقدار با هایی  ميواینوزیتو به اسيد فيتيک ی تجزیه توانایی

 آنزیم این از بنابراین .باشد می دارا را معدنی فسفات و تر کم

 حيوانات غذاهای دری افزودن کی عنوان به ای گسترده صورت به

 ای ویژه گروه فيتازها .(Hesampour et al. 2015) شود می استفاده

 از را فسفات مرحله به مرحله هيدروليز که باشند می فسفاتازها از

است  گياهان دانه در فسفات ذخيره اصلی منبعکه  فيتات مولکول

 .(Kim and Lei 2008) دهند می انجام را

 حيوانات و ها ریزسازواره هان،گيا بين در ها آنزیم از دسته این

 ميکروبی فيتازهای ميان این از ولی دارند گستردگی و پراکندگی

 تک حيوانات غذایی جيره به فيتاز آنزیم .باشند می توجه مورد

 جذب افزایش منظور به ها ماهی و پرندگان خوك، قبيل از ای معده

 فسفات آلودگی کاهش چنين هم و غذایی جيره در موجود فسفات

بهينه  pHعلت  به. (Zhao et al. 2007) شود می اضافه محيط در

نسبت به هيدروليز پپسين معده جانوران و  اسيدی، مقاومت بالا

 .Wyss et al)فيتيک  بالا بر روی اسيد  ویژهچنين فعاليت  هم

های  این آنزیم نقش موثرتری بر روی آزادسازی گروه (1999

های غذایی خوك و  اسيد فيتيک در رژیم فسفات از مولکول 

دارد  A.nigerهای  ماکيان نسبت به فيتاز جدا شده از سویه

(Kerovuo et al. 1998) ،(Kim et al. 1998)  و(Idriss et al. 

 زیماین آن اینکه و دام تغذیه در فيتازها نقش به با توجه .(2002

 فعال آن بر اسيدی حاکم pHبا  گوارشی سيستم درون بایستی

 است متمرکز اسيدی فسفاتازهای روی بر تحقيقات غالب باشد،

(Lei and Porres 2003)  مقاومت فيتاز به پروتئازها جنبه دیگری

زیرا  ی فيتازها برای مصارف تجاری استساز از مطالعات بهينه

تواند باعث غيرفعال شدن  پروتئازهای داخل معده دام و طيور می

های صورت  بررسی .فيتاز افزودنی جيره غذایی دام و طيور شود

 فيتاز که دهند نشان میبر پایداری در مقابل پروتئازها  گرفته

A.niger در مقایسه با فيتاز E.coli باشد  تر می به پپسين حساس

(Lei et al. 2007). 

ها با توجه به  مهندسی پروتئين راهی برای بهينه نمودن آنزیم

توان فعاليت آنزیم  می که د به طوریباش می معيارهای صنعتی هدف

، پایداری به دماهای بالاتر و فعاليت ویژه آن های متفاوت pHدر 

های بهينه نمودن فيتازها برای  یکی از راه .و بهينه نمود را تغيير

منظور  استفاده از مهندسی پروتئين به ،مصارف کاربردی

در این راستا آنزیم فيتاز . باشد میپایدارسازی در برابر حرارت 

 وسيعفعاليت محدوده  و پایداری دماییای که دارای  جهش یافته

pH و با استفاده از طراحی بود يعی طبهای فيتاز  آنزیم در مقایسه با

یافته و شبکه  های بيوانفورماتيکی ساختار پروتئين جهش افزار نرم

های هيدروفوب فی مابين اسيد آمينه در جایگاه  پيوند و پيوند

 .Lei et al. 2007; Tomschy et al) مورد بررسی قرارگرفتهدف 

 Escherichia coliفيتاز توليد شده توسط باکتری . (2002

(AppA ) کيلودالتون، با  22با وزن مولکولیpH  ،بهينه اسيدی

چنين  مقاومت بالا نسبت به هيدروليز پپسين معده جانوران و هم

 .Wyss et al). فعاليت تخصصی بالا بر روی اسيد فيتيک است

1999)  

رسد با ایجاد موتاسيون  نظر می های انجام شده به با مطالعه بررسی

، فعاليت آنزیم pHبه حرارت و  پایداریکننده  های ایجاد در ژن

 pHرسد با تغيير  نظر می به. توان بهبود بخشيد مورد نظر را می

فعاليت های مذکور،  جهش یافتهبهينه و افزایش پایداری دمایی در 

 .Hesampour et al. 2014; Lehmann et al) دشوآنزیم فيتاز بهينه 

2000a-a; Zhang and Lei. 2008). 

نسبت به فيزیکوشيميایی در این تحقيق با توجه به خصوصيات 

، (Greiner et al. 1993)همه فيتازهای مورد آزمایش قرارگرفته 

بهينه اسيدی گسترده نسبت به آسپرژیلوس که پيش  pHچنين  هم

منبع اصلی توليد فيتاز نوترکيب، فيتاز حاصل از ژن عنوان  از این به

phyA دانستند  قارچ آسپرژیلوس نایجر را می(Zhao et al. 2007) ،
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Escherichia coli عنوان کاندیدی مناسب جهت بررسی و  به

رو مطالعه  از این .(Igbasan 2000)دستورزی ژنتيکی انتخاب شد 

سازی  بهينهفوق بر پایه امکان و اساس ساختاری برای 

خصوصيات فيزیکوشيميایی آنزیم فيتاز با تمرکز بر پایدارسازی 

طراحی  زایی هدفمند جهشتوسط ایجاد حرارتی فيتاز باکتریایی 

 .شد
 

و  DH5αهای  در این تحقيق از باکتری اشرشياکلی، سویه

BL21(DE3) سویه . استفاده شدDH5α عنوان ميزبان برای  به

 جهت بيان ژن فيتاز BL21( DE3)نگهداری و تکثير و از سویه 

 ,PUC57 (2710bp های چنين از ناقل هم. دشاستفاده  نوترکيب

Amp marker )و (5360bp, Kan marker)pET-26b  ترتيب  به

  .و بيانی استفاده شدناقل کلون سازی عنوان  به

مطابق با ترجيج کدونی ميزبان  1طبيعی Bac Phyژن فيتاز سنتتيک 

 Thermo) افزار توسط نرم

fisher) ™GeneOptimizer GeneArt™  طراحی و با حذف پپتيد

با کد دسترسی در  pUC57قل صورت کلون شده در نا بهنشانه 

های مستعد  سلولبه و  تهيه شد KR149292بانک جهانی ژن 

E.coli DH5α در محيط مایع و کشتLuria Broth   حاوی

μg/ml122 صحت جهت تایيد. سيلين، ترانسفورم شد آمپی 

 انتخابی روی محيط بر کرده رشد های کلونی فورماسيون ازستران

LB  حاوی آمپی سيلين کلونیPCR  شد و برای تایيد حضور ژن

بر روی ژل آگارز یک  PCRمحصول کلونی  ،Bac phyفيتاز 

هایی که بر روی محيط انتخابی  از کلونی. شد بارگذاریدرصد 

، PCR سيلين رشد کرده بودند و پس از تایيد کلونی حاوی آمپی

 .تهيه شد 2کشت مسترپليتو استخراج پلاسميد 

بر روی ژل آگارز، استخراج و تایيد آن  PCRپس از کلونی 

شرکت  کيت استخراج پلاسميدتوسط  Puc57-Bac Phyپلاسميد 

در  Bac phyبرای تایيد حضور ژن  .دش نجاما (BP-152) سيناژن

محصول استخراج پلاسميد بر روی ژل آگارز  PUC57پلاسميد 

 .تایيد نيز برای آن انجام شد PCRد و ش بارگذاری یک درصد

                                                           
1
 pUC57-Bac Phy-Wild 

2
 Master Plate 

به   PDBاز بانک داده پروتئين  E.coliطبيعی ساختار سوم فيتاز 

 YASARAافزار  با استفاده از نرمتهيه و  1dkqشماره دسترسی 

(http://www.yasara.org) با استفاده از . بررسی شدDSSP 

های  ساختار دوم، خصوصيات ژئومتریک، سطوح دسترس و پيوند

تئين های قطبی با تمایل داخلی ساختار پرو بين اسيدهای آمينه

با استفاده از  .(Kabsch and Sander 1983) بررسی شد

و  CLUSTAL (EMBL-EBI) افزارهای نرم

(www.megasoftware.net)MEGA4 ردیفی همPairwise   و

Multiple خانواده  بين توالی فيتاز سنتيک با سایر فيتازهای هم

پایدار در برابر حرارت انجام شد و اسيد آمينه جایگزین هدف 

، S392Wیافته  در نهایت ساختار فيتاز طبيعی و جهش. شد تعيين

های هيدروفوب بين اسيد آمينه هدف در  سطح دسترس و پيوند

 (.1شکل )و طبيعی مقایسه شد یافته  فيتاز جهش

 

 
سمت راست . دهد را نشان می زایی شده ساختار فيتاز طبيعی و جهش -1 شکل

 Å 3022طول سرین یک پيوند به 623باشد که در جایگاه  می( WT) طبيعیفيتاز 

دهد که جایگزینی سرین به  یافته را نشان می فيتاز جهشسمت چپ  .دارد

و تریپتوفان  362 تریپتوفان باعث تشکيل پيوند هيدروفوبی اضافه بين تریپتوفان

تشکيل  Å 2092و  Å 3012طول  شود که در نتيجه دو پيوند به می 327جایگاه 

 .شود می
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اسيد آمينه  ،جهشطه های نق منظور جهش زایی هدفمند پرایمر به 

صورت تک جهشی مطابق  به ،(S392W) به تریپتوفان 362سرین

 PUC57-Bac ناقل نوترکيبو  های آمينه طراحی با توالی اسيد

phy  عنوان الگو  ده بود بهشکه در مرحله قبل تایيد و استخراج

 QuikChange زایی هدفمند مطابق روش جهشقرار گرفت و

ژن  علاوه بهای پليمریزاسيون از ناقل پلاسميدی  واکنش زنجيره

های پلاسميدی  زایی هدفمند ناقل منظور ایجاد جهش هب .شدانجام 

عنوان الگو قرار گرفت و کل ناقل  به Bac phyنوترکيب حاوی ژن 

 PFU DNA polymeraseژن، توسط آنزیم  حامل پلاسميدی

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی  (1جدول)مطابق برنامه دمایی 

قرار ليمراز ای پ واکنش زنجيرهتحت ( 2جدول) حاوی نقاط جهش

، محصول نهایی PCRپس از صحت انجام واکنش  .گرفتند

مورد تيمار قرار  DpnIالگو توسط آنزیم  DNAمنظور حذف  به

درصد  یکگرفت و پس از بارگذاری بر روی ژل الکتروفورز 

سازی شده به باکتری مستعد  محصول خالص. سازی شد خالص

E.coli DH5α اده از سيستم ترانسفورم شد تا باکتری با استف

خطی را به حلقوی  DNAمحصول  nick excision repairترميمی 

یافته حلقوی را  ترميم نماید و پس از آن پلاسميد نوترکيب جهش

-Agilent technologies..QuikChange II Site تکثير نماید

Directed Mutagenesis با استفاده از  ،پس از ترانسفورماسيون

های  پلاسيمد های اختصاصی غربالگری پرایمر توسط PCRکلونی 

تعيين  های نوترکيبپس از استخراج پلاسميدو  نوترکيب انجام

که  E.coli DH5α  نمونه استخراج شده از .توالی صورت گرفت

بود با  1یافته جهش PUC57-Bac phyحامل پلاسميد نوترکيب 

 M13 Forward, M13استفاده از پرایمرهای استاندارد یونيورسال 

reverse  به روش اتومات تعيين توالی شد و به جهت بررسی

های هدف گذاری شده و  نتایج تعيين توالی و صحت جهش

 CLC Sequenceافزارهای  از نرم 2مقایسه آن با توالی سویه طبيعی

viewer 6(Qiagen)  وTechnelysium)2(Chromas Pro   استفاده

 . دش

 

 

                                                           
1
 pUC57-Bac Phy-Mut 

2
 Wild Type 

 ای هدفمندجهت ایجاد جهش ه PCRبرنامه ی  -1جدول 

 
زایی  منظور ایجاد جهش به PCRپرایمرها جهت واکنش  جدول -2جدول 

 هدفمند

 

طبيعی  های منظور جداسازی ژن به استخراج پلاسميد،پس از انجام 

وسيله دو آنزیم محدودالاثر  هب PUC57یافته از ناقل بيانی  و جهش

BamHI  وNcoI  که در ناقل  از آنجائی. دشهضم آنزیمی انجام

های ذکرشده  های برش برای آنزیم نيز جایگاه (+)PET-26bبيانی 

ها، هضم آنزیمی طبق  کمک این آنزیم وجود دارد، لذا به

پس .صورت گرفت( شرکت سيناژن)دستورالعمل شرکت سازنده 

های جهش یافته و طبيعی در جایگاه  از انجام هضم آنزیمی ژن

باند اختصاصی مشخص و جداسازی و سپس به کمک کيت 

 شرکت سيناژن با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده

چنين جهت تایيد خطی شدن ناقل بيانی و  هم. دشسازی  خالص

بر روی  3ای انتهای چسبندهبریده شدن آن و ایجاد دو سمت دار

بارگذاری شد و سپس درجایگاه باند  یک درصدژل آگارز 

 نوترکيب های ناقل .شدسازی  اختصاصی جداسازی و خالص

 E.coli BL21 یافته و طبيعی به سلول مستعد های جهش ژن ملحا

دارا بودن پلاسميد نوترکيب  منظور بررسی بهغربال گری انتقال و 

 .(Sambrook et al. 1989). انجام شد توسط

-(+)pET-26b و pET-26b(+)-Bac Phy-Wildاستخراج پلاسميد 

Bac Phy-Mut  از کيت با استفادهPlasmid Isolation Kit  شرکت

 .ام شدجانسيناژن بر اساس دستورالعمل 

                                                           
3
 Sticky end 

 ها سيکل تعداد PCRی  مرحله PCRدمای  زمان

3min 61 ºC 1 دناتوراسيون اوليه 

3 2s  61 ºC   11 دناتوراسيون 

12 s 99  ºC اتصال 

9 min 72 ºC طویل شدن 

2 min 72 ºC 1 طویل شدن نهایی 

 نام پرایمر توالی پرایمر

5ʹGTATGTGCTGGCTGGCTGGTTTCACCC
AG3ʹ 

S392W -Forward 

5ʹCAGCCAGCCAGCACATACCCTGAGCGT

TAC3ʹ 
S392W Reverse 
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 Bac فيتاز های ژن حضور تائيد جهت PCRدمایی واکنش  جدول -3جدول 

Phy-Wild وBac Phy-Mut 

 

یافته و طبيعی در  جهش Bac Phyهای  منظور تایيد حضور ژن به

بر طبق  (PCR)ای پليمراز  واکنش زنجيرهنمونه استخراج شده 

انجام گرفت و سپس محصول  (3جدول)برنامه دمایی مشخص 

PCR رسی بيان پروتئين نوترکيب، از بر جهت.دشالکتروفورز -ژل

های  کلونی .دشاستفاده  (SDS-PAGE) ژل الکتروفورز عمودی

یک  به مدتمایع LB  باکتری طبيعی و جهش یافته در محيط

گراد و دور  درجه سانتی 37شبانه روز در شيکر انکوباتور با دمای 

rpm 212 دقيقه با سانتریفيوژ  11به مدت ها  نمونه. کشت داده شد

سوپرناتانت و  سانتریفيوژ شد rpm 1122دار با دور  چالیخ

-SDSبر روی ژل و پس از رسوب دهی پروتئين  جداسازی شد

PAGE 12  دش بارگذاریدرصد.  

نرمال،  1از اسيد سولفوریک فعاليت آنزیمی، سنجش جهت 

درصد و سدیم استات  122درصد، استون  1آمونيوم موليبدات 

 271عنوان سوبسترا و  سدیم فيتات به ميکروليتر 122. استفاده شد

ميکروليتر آنزیم فيتاز با هم  21و ( سدیم استات) ميکروليتر بافر

گراد قرار  درجه سانتی 12دقيقه درون  32مخلوط شد و به مدت 

سپس برای اطمينان از انجام واکنش و سنجش ميزان بيان . گرفت

CRS رنگ سنجی فوق محلول مخلوطبه 
بدین  .دشاضافه  1

اضافه  CRSليتر  ميلی 2ليتر از واکنش  منظور به ازای هر یک ميلی

 خوانده شد nm382ها در  نمونه OD و در نهایت شد

(Hesampour et al. 2015). 

و رسم نمودار  منظور تعيين ميزان فسفر موجود در نمونه به

تهيه  mM12هيدروژن فسفات  دیهایی سریالی از  رقت استاندارد،

ها در آزمون سنجش فعاليت آنزیمی به جای  تمامی رقتو شد 

 nm382نمونه مورد سنجش قرار گرفت و جذب نوری در 

                                                           
1
 Color Reagent Solution (CRS) 

د و در خوانده ش( برای هر رقتخوانش بار تکرار  3حداقل )

رسم ( ميلی ليتر/ ميکرومول) نهایت نمودار جذب نوری در مقابل

شد که در سنجش فعاليت فيتازهای نوترکيب و تعيين ميزان 

 .فسفات آزاد شده مورد استفاده قرار گرفت

و به جهت  U/mgمنظور تعيين فعاليت ویژه آنزیم بر حسب  به

رد از کيت دفواتعيين ميزان غلظت پروتئين بيان شده با روش بر

Smart BCA شرکت اینترون (iNtRON )و ميزان . استفاده شد

دست آمد و  هنانومتر ب 192ها در طول موج   جذب نوری آن

 .رسم شد BSAمنحنی استاندارد با استفاده از پروتئين 

گراد  درجه سانتی 82تا  22 ییدماهامحدوده دمای بهينه آنزیم در 

با  مولار 2/2بافر استات سدیم گراد در  درجه سانتی 12و با فاصله

1 pH ، تکرار و احتساب  3دقيقه با انجام حداقل  32به مدت

و پس از محاسبه فعاليت ویژه هر نمونه نمودار تعيين ميانگين 

یافته  مربوطه که نمایانگر پروفایل دمایی آنزیم فيتاز طبيعی و جهش

 .دشبود رسم 

 محدوده در وحشیو  بهينه آنزیم فيتاز نوترکيبpH و  پروفایل

pH گراد به  درجه سانتی 37در دمای ثابت ( 8تا  2) های بافری

 3های آنزیمی حداقل  کليه سنجش. دقيقه تعيين شد 32مدت 

تکرار و احتساب ميانگين و پس از محاسبه فعاليت ویژه هر 

آنزیم فيتاز  pHنمونه، نمودار مربوطه که نمایانگر پروفایل 

 .دشنوترکيب بود رسم 

 12گراد در فواصل  درجه سانتی 82تا  22در دمای  دمایی داریپای

محدوده در  ترموبلاكدر ها  نمونه .شد سنجش گراد درجه سانتی

دقيقه تيمار حرارتی  12به مدت  گراد درجه سانتی 82تا  22دمایی 

 صفردقيقه بر روی یخ در دمای  32ها به مدت  سپس نمونه. ندشد

ر نهایت سنجش فعاليت آنزیمی بر و د نگهداریگراد  درجه سانتی

دقيقه و در بافر استات  32به مدت  Cº37 ها در دمای روی آن

انجام گرفت و بر این اساس ميزان   1pH مولار در 2/2سدیم 

 دشهای مختلف محاسبه  بقای فعاليت آنزیمی پس از گذشت زمان

(Hesampour et al. 2015).  3کليه سنجش های آنزیمی حداقل 

 دمایی بر اساس نمودار پایداریتکرار و احتساب ميانگين 

Residual activity رسم شد در برابر دامنه دمایی برای هر آنزیم 

(Hesampour et al. 2015). 

 

 دما (دقيقه) زمان سيکل

1 1 min 61 ºC 

 

11 

12 s 61 ºC 

21 s 22 ºC 

82 s 72 ºC 

1 2 min 72 ºC 
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 Bac سنتتيک حامل ژن PUC57پس از انتقال ناقل پلاسميدی 

Phy  با ترجيح کدونیE.coli  به سلولهای مستعد باکتری E.coli 

DH5α کلونی  تست تایيد وPCR،ژن  حاوی هایی کلون از Bac 

phy یونيورسال پرایمرهای از تفادهاس باM13   ،طول  به ای قطعه

های  یکلون .(A-2شکل) شدتکثير  باز جفت 1122

حامل ژن  PUC57پلاسميدهای حاوی  E.coli-DH5αنوترکيب

Bac Phy نوترکيب استخراج شد پلاسميد و  کشت(  2شکل-B.) 

از نمونه استخراج  Bac Phyمنظور تایيد حضور ژن  پس از آن به

 پرایمرهای از استفاده با  PCRواکنشيد شده پلاسم

طول  به ای قطعه PCRانجام گرفت و محصول   M13یونيورسال

 .(C-2شکل)  بود باز جفت 1122

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ژل (B).نشانگر مارکر Mه ، و چاهک شمار2و  1 شماره های در چاهک Bac phyژن  حاوی های کلونی روی بر PCR کلونی تایيد دهنده نشان آگارز ژل( A) -2 شکل

 Bac phyژن  حاوی استخراج پلاسميد روی محصول بر PCR تایيد دهنده نشان آگارز ژل pUC57-Bac Phy. (C)های نمونه از پلاسميد استخراج ی دهنده نشان آگارز

 .رنشانگر مارک Mچاهک شماره  و PCRمحصول استخراج پلاسميد و محصول  ترتيب به نشانگر 2و  1های  چاهک

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  شماره  چاهک. یافته بر روی ناقل حامل ژن فيتاز سنتتيک جهش PCRجایگاه برش و ریکاوری واکنش  PCR ،(B)واکنش   دهنده نشان یک درصدژل آگارز  (A) -3 شکل

بر  DpnIواکنش هضم آنزیمی توسط   دهنده نشاند یک درص ژل آگارز (C) .نشانگر مارکرM و چاهک  bp 2212باند  PCRمحصول  2  شماره  کنترل منفی، چاهک 1

 .نشانگر مارکر  M، چاهکpUC57-Bac Phy-Mutسازه  1  شماره  چاهک. دهد زایی هدفمند را نشان می که جهش  PCRروی محصول

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  نتایج و بحث

1500b

p 

1500bp 

4210bp 

A B C 

4210bp 4210bp 

4210bp 
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توسط پرایمرهای  S392Wزایی هدفمند در جایگاه  جهش

عات حاصل از قطانجام شد و  QuikChange اختصاصی به روش

تکثير  PFU DNA polymeraseبا استفاده از آنزیم  PCRواکنش 

یافته  حامل ژن جهش PUC57ناقل پلاسميدی  .(3شکل) ندشد

Bac Phy-Mut های مستعد  به سلول E.coli DH5α  و انتقال

توالی تکثير جهت کنترل صحت  .پلاسميد نوترکيب استخراج شد

 PUC57-Bac Phy-Mutنمونه حاوی پلاسميد نوترکيب شده 

تعيين توالی شد و از دو جهت  توسط پرایمرهای یونيورسال

با شماره  NCBIدر یافته  توالی جهشو شد تایيد صحت توالی 

در جایگاه  دادنتایج نشان . دشثبت  KY497778دستيابی 

که  تک نوکلئوتيد عوض شده به طوری 1179و  1171نوکلئوتيدی 

 تغييرکه حاصل آن  موده استن تغيير پيدا TGGبه  TCTکدون 

 های شکل) ، سرین به تریپتوفان است362جایگاه اسيد آمينه  در

9-2). 

 

 

 

 

 
 .1179و  1171کروماتوگرام جایگاه تعویض نوکلئوتيد دو مکان  -2 شکل

 

 

 
 .Clc Sequence Viewer افزار وسيله نرم هیافته ب نمایش تغيير دو نوکلئوتيد در جایگاه جهش از حالت وحشی به جهش -1 شکل

 

 
 .Clc Sequence Viewerافزار  وسيله نرم هاز سرین به تریپتوفان ب 362نمایش تعویض اسيد آمينه در جایگاه جهش  -9شکل 

 

 PUC57-Bac Phy-Mutو  PUC57-Bac Phy-Wild های سازه

 E.coliبه ميزبان (+)pET-26b بيانی ناقل پس از ساب کلون در

BL21 های حامل کلونیو  دندترانسفورم شpET-26b(+)-Bac 

Phy-Wild و pET-26b(+)-Bac Phy-Mut در محيط انتخابیLB  

پلاسميدهای نوترکيب استخراج  مایع کشت وحاوی کانامایسين 

-Bac Phy  و Bac Phy-Wild های حضور ژنو  (A-7 شکل) شد

Mut یونيورسال پرایمرهای از استفاده باM13-F   و M13-R تایيد

های ترانسفورم شده حامل فيتاز وحشی   E.coli.(B-7 کلش) شد

انجام  IPTGکشت و القاء توسط  مایع LB یافته در محيط و جهش

سوپرناتانت دارای فعاليت فيتازی بر روی ژل های  نمونه. شد

SDS-PAGE آنزیم فيتاز بيان شده از وزن مولکولی . ندبررسی شد

نمایش  8که در شکل  کيلودالتون بود 22یافته  و جهش وحشی ژن

S392W 

S392W 
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 فيتاز دمایی فعاليت محدوده مورد در مطالعات .است داده شده

 دارای طبيعی فيتاز همانند یافته جهش فيتاز که داد نشان یافته جهش

 نتایج بررسی(. 6شکل) باشد می گراد سانتی درجه 11 بهينه دمای

 دارای یافته جهش فيتاز که داد نشان بيوشيميایی خصوصيات

اسيدی  های pH در بسيار پایداری و تمایل با وسيع pH محدوده

 با الگوی همسان با فيتاز یافته جهش فيتاز بهينه pH که است

 (. 12شکل)است  1 بهينه pH دارای طبيعی

یافته در  دست آمده پایداری دمایی فيتاز جهش هبر اساس نتایج ب

، 18 ،22ترتيب  گراد به درجه سانتی 82و  72، 92، 12، 22 دماهای

 P) داری دارد که تفاوت معنی بهبود یافته استدرصد  9و  6، 16

value<5 %) (11شکل.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
-Bac Phyژن  نشانگر 1 چاهک .تائيدی PCRمحصول  (B)، یافته وحشی و جهش Bac phyهای  حاوی ژن پلاسميد استخراج ی دهنده نشان آگارز ژل (A) -7 شکل

Wild  نشانگر ژن 2و چاهک Bac Phy-Mut  کنترل منفی و چاهک شماره  3و چاهکM نشانگر مارکر. 

 

 
 

شده از آنزیم فيتاز بيان شده از  سوپرناتانت جدا 1چاهک شماره . ها جهت بررسی بيان آنزیم فيتاز الکتروفورز عمودی از سوپرناتانت نمونه SDS-PAGEژل  -8شکل 

 .کنترل منفی 3یافته و چاهک شماره  آنزیم فيتاز بيان شده از ژن جهشسوپرناتانت جداشده از  2چاهک شماره  ژن طبيعی،
 

 

 

A B 

1500bp 
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 رييمتغ یدماها در یتازيف تيفعال لیپروفا -6 شکل

 

 
 های مختلف pHپروفایل فعاليت فيتازی در  -12شکل

 

 
 یافته و وحشی در دماهای متغيير حرارتی فيتاز جهشپایداری  -11شکل

 

، فيتاز Escherichia coliباکتری از فيت ویژه فعاليتبا توجه به 

نسبت به فيتازهای  بالاییفعاليت آنزیمی انتخاب شده دارای 

بهينه  pHبود و  (Greiner et al. 1993) بررسی شده تاکنون

به آسپرژیلوس  در مقایسه با Escherichia coliاسيدی گسترده 

(Zhao et al. 2007)  عنوان کاندیدی مناسب جهت  بهباعث شد را

 .(Igbasan 2000) شودبررسی و دستورزی ژنتيکی انتخاب 

با طراحی هدفمند  Bac phy-Wildای ژن  اسيد آمينه 212توالی 

. زایی شد جهش 362پرایمر در جایگاه مورد نظر اسيد آمينه سرین 

ن توالی، و تعيي Bac phy-Mut یافته ژن جهش سازی پس از کلون

آميز به شکل خارج  طور موفقيت یافته به فيتاز طبيعی و جهش

یافته و  جهشخصوصيات فيزیکو شيميایی فيتاز  .سلولی بيان شد

-SDSروی  آنزیموزن مولکولی . نوترکيب تعيين شدطبيعی 

PAGE، kDa 22  ژن فيتاز خارج سلولی بيان  مؤیدرا نشان داد که

بررسی خصوصيات بيوشيميایی  نتایج .در باکتری بود نوترکيب

وسيع با تمایل و  pHنشان داد که فيتاز نوترکيب دارای محدوده 

است که با توجه به کاربری در های اسيدی  pHپایداری بسيار در 

 .تواند پایدار در برابر اسيد معده باشد جيره غذایی دام و طيور می

ب مشابه فيتاز بهينه فيتاز نوترکي pHداد که  نتایج نشان می علاوه به

مطالعات در مورد محدوده فعاليت . است 1بهينه  pHدارای طبيعی 

نيز دمایی فيتاز نوترکيب نشان داد که فيتاز نوترکيب توليد شده 

گراد  درجه سانتی 11دارای بهينه دمای طبيعی همانند فيتاز 

 .باشد می

(2015) Hesampour et al. با بررسی خصوصيات  نشان دادند

یی در آسپرژیلوس نشان دادند که فيتاز نوترکيب دارای بيوشيميا

های اسيدی و  pHوسيع با تمایل و پایداری بسيار در  pHمحدوده 

است که حداکثر فعاليت در  1/1و  1/2بهينه در  pHدارای دو 

1/1pH= شود می همشاهد (Hesampour et al. 2015). 

در  Escherichia coliبا بيان فيتاز باکتری  2212در سال  تحقيقات

P. pastoris  نشان داد که بيان ژنappA نوترکيب در P. pastoris 

طور معناداری افزایش یافته است اما با مقایسه فيتاز نوترکيب و  هب

Wild  نشان داده شد کهpH دو بدون تغيير  و دمای بهينه در هر

 .باشد گراد می درجه سانتی 92و  1/2ترتيب  ده است و بهنما باقی

 جهشبا ایجاد  دهد نشان میهای انجام شده  با مطالعه بررسی

را مطابق  هدف، فعاليت آنزیم pHبه حرارت و  پایداری توان می

 ;Hesampour et al. 2014) بهينه نمودبا معيارها با کاربری صنعتی 

Lehmann et al. 2000a-a; Zhang and Lei 2008). 

 feedفيتاز مورد استفاده در افزودنی جيره غذایی در مرحله

pelleting گراد تيمار  درجه سانتی 72-82 در محدوده دمایی

نتایج . (Oh et al. 2004; Spring et al. 1996) شود حرارتی می

 16و  21ترتيب  نوترکيب بهیافته  شجهفيتاز  مطالعه نشان داد که

درصد از فعاليت خود را حفظ نمود که این در حالی است که 

ترتيب  گراد به درجه سانتی 82و  72در دماهای ( WT)فيتاز طبيعی 
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پایداری دهنده بهبود  نشان کهدرصد فعاليت داشتند  13و  19

 .باشد در مقایسه با طبيعی می یافته جهش فيتاز دمایی

هميشه دهد که  کی نشان مینتایج بررسی ساختاری بيوانفورماتي

گيرند غير قطبی  های آمينه که در داخل پروتئين قرار می تمام اسيد

پس از تا خوردگی نهایی پروتئين برخی از  مواردینيستند و در 

 لذا با استفاده از. گيرند داخل قرار می های آمينه قطبی در اسيد

های  ههای آمين توان با جایگزین کردن اسيد مهندسی پروتئين می

هيدروفوب ميانکنش باعث  غير قطبی اسيد آمينه با داخلی قطبی

که افزایش تعداد پيوند  ی داخل پروتئين شدها بين اسيد آمينهمازاد 

 هيدروفوب در نتيجه باعث محکم شدن ساختار پروتئين و

در برابر عوامل فيزیکوشيميایی مانند تر پروتئين  پایداری بيش

ر نيز سرین هيدروفيل به تریپتوفان در مطالعه حاض .دشوحرارت 

حایگزین شد که حاصل آن افزایش تعداد پيوند هيدورفوب بود 

بررسی دقيق بيوانفورماتيکی و مقایسه ساختار فيتاز که  به طوری

یافته نشان داد که در فيتاز طبيعی سرین جایگاه  طبيعی و جهش

ینی فيتاز جهش یافته که جایگزو  A 22/3 طول یک پيوند به 362

سرین قطبی به تریپتوفان با زنجيره جانبی هيدروفوب شده باعث 

و تریپتوفان  362 تشکيل پيوند هيدروفوبی اضافه بين تریپتوفان

 Aو  A 12/3طول  شود که در نتيجه دو پيوند به می 327جایگاه 

ایجاد پيوند هيدروفوب اضافه احتمالا  .شود تشکيل می 92/2

یافته در مقایسه  دمایی بيشتر فيتاز جهشتواند دليلی بر پایداری  می

 زایی تکی در مورد جهشمطالعاتی (. 1شکل ) با فيتازطبيعی باشد

های آمينه قطبی به غير قطبی  فيتاز انجام شده که جایگزینی اسيد

در  .(Lehmann et al. 2000a-b) باعث پایداری حرارتی شد

فيتاز باکتری  app Aبر روی ژن  et al. Kim (2008) که تحقيقی

، K65Eو  K46Eکه با جهش  ندنشان داد ،اشرشياکلی انجام دادند

 Kim and Lei) یابد مقاومت حرارتی افزایش می درصد 22

انجام شد،  .Liao et al (2013) ای که توسط در مطالعه(. 2008

ها باعث بهينه نمودن پایداری  نشان داد که جهشزایی  جهش

های یونی و پيوندهای هيدروژنی  دمایی از طریق گسترش واکنش

، WTیافته دوتایی ترکيبی نسبت به فيتاز  که جهش شد، به طوری

 را نشان داد Cº82 مایدرصد افزایش پایداری در د 22

(Mullaney et al. 2010) . (2015) توسط انجام شدهدر مطالعه 

Wang et al.   بر روی ژنapp A  فيتاز باکتری اشرشياکلی انجام

داد که  بررسی قرارگرفت و نتایج نشان می جهش مورد 12شد 

Q349N گراد  درجه سانتی 1/7ميزان  باعث پایداری حرارتی به

 .(Wang et al. 2015) دشو می

زایی  با جهش 2212در سال   Phy Aبررسی بر روی ژننتایج 

ان دادند که در دو گروه گروه نش 12هدفمند چندگانه بر روی 

(T314S, Q315R ,V62N ) و(S205N, S206A T151A,T314S, 

Q315R )درصد افزایش مقاومت حرارتی  9/22و  22ترتيب  به

 .(Hesampour et al. 2014) دشایجاد 

 تک ورانجان گوارش دستگاه در فيتات حضور از ناشی مشکلات

 همچنين و صنعتی روش به فسفر توليد بودن هزینه پر ای، معده

 های مکمل عنوان به آلی فسفات ی استفاده از ناشی های آلودگی

 مناسب آنزیم یک از استفاده زمينی، زیر های آب روی بر دامی

. است ضروری حيوانات این غذایی ی جيره در مکمل عنوان به

 بررسی به توجه با که شد داده ننشا شده انجام نتایج مطالعه

یافته،  جهش و WTطبيعی فيتاز آنزیم فيزیکوشيميایی خصوصيات

وسيعی  pHفيتاز بيان شده به شکل خارج سلولی دارای محدوه 

اسيدی در معده دام  pHتواند با توجه به بهينه  باشد که می می

ز از طرفی پایداری فيتا .وطيور در مقابل اسيد معده پایدار بماند

تواند گزینه  گراد می درجه سانتی 82تا  92یافته در دماهای  جهش

منظور کاربری  مناسبی جهت افزودنی جيره غذایی دام و طيور به

 .چنين صنایع دارویی باشد در صنایع کشاورزی و دامپروری و هم
 

 سپاسگزاری

تمامی همکارانی که در اجرای این پژوهش همکاری نمودند  از

 .داریم را دانیقدر و تشکر کمال

 

 
Borjian Borujeni M, Moradi S (2013) Cloning, expression 

and culture optimization of gene encoding Aspergillus 

niger NRRL3135 phytase in Hansenula polymorpha host. 

Koomesh 15: 17-21. 

Greiner R, Konietzny U, Jany KD (1993) Purification and 

characterization of two phytases from Escherichia coli. 

Arch Biochem Biophys 303: 107-113. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

3.
9.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

18
 ]

 

                            10 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.3.9.7
http://mg.genetics.ir/article-1-1623-fa.html


 پور و همکاران اردشیر حسام  منظور پايدارسازی حرارتي مهندسي فيتاز اشرشيا كلي به

 

 9318پاییز / 3شماره / چهاردهمدوره / ژنتیک نوین 229

 

Hesampour A, Ranaei O, Malboobi MA, Harati J, 

Mohandesi N (2014) Comparison of biochemical 

properties of recombinant phytase expression in the 

favorable methylotrophic platforms of Pichia pastoris and 

Hansenula polymorpha. Progress in Biological Sciences 4: 

97-111. 

Hesampour A, Siadat SER, Malboobi MA, Mohandesi N, 

Arab SS, Ghahremanpour MM (2015) Enhancement of 

thermostability and kinetic efficiency of Aspergillus niger 

PhyA phytase by site-directed mutagenesis. Applied 

Biochemistry and Biotechnology 175: 2528-2541. 

Kim MS, Lei XG (2008) Enhancing thermostability of 

Escherichia coli phytase AppA2 by error-prone PCR. 

Applied Microbiology and Biotechnology 79: 69-75. 

Kabsch W and C Sander, Dictionary of protein secondary 

structure (1983) pattern recognition of hydrogen-bonded 

and geometrical features. Biopolymers 22: 2577-637. 

Lehmann M, Kostrewa D, Wyss M, Brugger R, D'Arcy A, 

Pasamontes L, van Loon AP (2000a) From DNA sequence 

to improved functionality: using protein sequence 

comparisons to rapidly design a thermostable consensus 

phytase. Protein Engineering 13: 49-57. 

Lehmann M, Kostrewa D, Wyss M, Brugger R, D'Arcy A, 

Pasamontes L, van Loon AP (2000b) From DNA sequence 

to improved functionality: using protein sequence 

comparisons to rapidly design a thermostable consensus 

phytase. Protein Engineering. 13: 49-57. 

Lei XG, Porres JM (2003) Phytase enzymology, 

applications, and biotechnology. Biotechnology Letters 25: 

1787-1794. 

Lei XG, Porres JM, Mullaney EJ, Brinch-Pedersen H 

(2007) Phytase: source, structure and application. 

Industrial enzymes. Springer press,Netherland 505-529. 

Liao Y, Li CM, Chen H, Wu Q, Shan Z, Han XY (2013) 

Site-Directed Mutagenesis Improves the Thermostability 

and Catalytic Efficiency of Aspergillus niger N25 Phytase 

Mutated by I44E and T252R. Applied Biochemistry and 

Biotechnology 171:900-1 

Mullaney EJ, Locovare H, Sethumadhavan K, Boone S, 

Lei XG, Ullah AH (2010) Site-directed mutagenesis of 

disulfide bridges in Aspergillus niger NRRL 3135 phytase 

(PhyA), their expression in Pichia pastoris and catalytic 

characterization. Applied Microbiology and Biotechnology 

87: 1367-1372. 

Oh BC, Choi WC, Park S, Kim YO, Oh TK (2004) 

Biochemical properties and substrate specificities of 

alkaline and histidine acid phytases. Applied Microbiology 

and Biotechnology 63: 362-372. 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular 

cloning: a laboratory manual. Cold spring harbor 

laboratory press. ISBN 10: 1936113422. 

Sarikhani MR, Malboobi MA, Aliasgharzad N, Greiner R, 

Yakhchali B (2010) Functional screening of phosphatase-

encoding genes from bacterial sources. Iranian Journal of 

Biotechnology 8: 275-279. 

Spring P, Newman K, Wenk C, Messikommer R, Vranjes 

MV (1996). Effect of pelleting temperature on the activity 

of different enzymes. Poultry Science 75: 357-361. 

Tomschy A, Brugger R, Lehmann M, Svendsen A, Vogel 

K, Kostrewa D, Lassen SF, Burger D, Kronenberger A, 

van Loon AP (2002). Engineering of phytase for improved 

activity at low pH. Applied Environment Microbiology 68: 

1907-1913. 

Wang X, Yao M, Yang B, Fu Y, Hu F, Liang A (2015) 

Enzymology and thermal stability of phytase appA 

mutants. RSC Advances 5: 43863-43872. 

Wyss M, Brugger R, Kronenberger A, Remy R, Fimbel R, 

Oesterhelt G, Lehmann M, van Loon AP (1999) 

Biochemical characterization of fungal phytases (myo-

inositol hexakisphosphate phosphohydrolases): catalytic 

properties. Applied and Enviromental Microbiology 65: 

367-73. 

Zhang W, Lei XG (2008) Cumulative improvements of 

thermostability and pH-activity profile of Aspergillus 

niger PhyA phytase by site-directed mutagenesis. Applied 

Microbiology and Biotechnology 77: 1033-1040. 

Zhao DM, Wang M, Mu XJ, Sun ML, Wang XY (2007) 

Screening, cloning and overexpression of Aspergillus 

niger phytase (phyA) in Pichia pastoris with favourable 

characteristics. Letters in Applied Microbiology 45: 522-8. 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

3.
9.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

18
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.3.9.7
http://mg.genetics.ir/article-1-1623-fa.html
http://www.tcpdf.org

