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 مقدمه 
تجزفیتاز    نیپروتئ توانایی  که  است  فسفات    یهیآنزیمی  و  میواینوزیتول  به  اسید  فیتیك 

  ی در غذا   یافزودن  كیبه عنوان    یاو از این آنزیم به صورت گسترده  باشدی معدنی را دارا م

 تازیف  میاز آنز ییبالا زانیم دیبه  تول یابیمطالعه دست نی. هدف از اشودی حیوانات استفاده م

 . بود  ییایباکتر  زبانیدر م  PET26b  یانیدر وکتور ب  ییایباکتر

   هاروش  و مواد
  وکتور  و  شد  وارد  -pET-26b  بیانی  وکتور  به   هدف  ژن  نوترکیب،  فیتاز   آنزیم  تولید  جهت

  به  BL21  اشریشیاکلی  باکتری  به  DH5α  اشریشیاکلی  باکتری  در  تکثیر  از  پس  نوترکیب

  استفاده   SDS-PAGE  روشکیب از  برای جداسازی فیتاز نوتر  .شد  منتقل بیان  میزبان  عنوان

 .شد  بررسی  الکتروفورز  از  استفاده  با  نوترکیب  پروتئین  تولید  میزان  گردید و

 ها یافته
وزن و  شد  بیان  اشریشیاکلی  باکتری  در  موفقیت  با  باکتریایی  فیتاز    فیتاز   مولکولی  آنزیم 

  برای   هبهین  pH  شد. همچنین  زده  تخمین  دالتون  کیلو  85  حدود  در  شده  تولید  نوترکیب

 .شد  برآورد  5/5  حدود  در  نوترکیب  باکتریایی  فیتاز  آنزیم  فعالیت

 گیری نتیجه
موفق  جینتا دهنده  نشان  آمده  تول  تیبدست  شرا  تازی ف  میآنز  دیدر  با    یشگاهیآزما  طیدر 

  ور یط  یممکن جهت استفاده در صنعت خوراک  نه یهز  نیبا کمتر  BL21  زبانیاستفاده از م

 . است
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 مقدمه 

 زیکرا اسکت حیوانکات بکرای  محدود  مغذی  مواد  از  یکی  فسفر

 بکه  بذرهای گیاهی(  جمله  )از  گیاهان  در  فسفر موجود  بیشتر

 بکه. اسکید فیتیکك (1)گکردد فیتیك ذخیره می اسید شکل

 و هکا کربوهیکدرات آمینواسیدها، مغذی، مواد به اتصال علت

 بکه اتصال با چنینهم و شده هاجذب آن عدم سبب ها،چربی

 . (2)کند می ها جلوگیریآن صحیح عملکرد از ها،پروتئین

، ککلا  (فسکفوهیدرولاز  هگزوفسکفات  میواینوزیتکول)  فیتاز

ی خاصکککی از فسکککفاتازها اسکککت ککککه هیکککدرولیز پیوسکککته

یکا اسکید 1فسکفات  ( هگزایکسی5  ،4  ،3  ،2  ،1)  میواینوزیتول

فیتیك به مشتقات میواینوزیتول با فسفات کمتکر و فسکفات 

 .  (4  ،3)کند  معدنی را کاتالیز می

فیتاز کاربردهای بسیاری دارد و در صکنعت نکانوایی، صکنای  

شکود. یهای گیاهی نیز استفاده مغذایی و جداسازی پروتئین

بکه دلیکل مقکدار حیوانات تك معده مانند ماکیان، خوک و...  

ناکافی یا فقدان آنزیم فیتکاز اکادر بکه هوکم و تجزیکه اسکید 

فیتیك نیستند از این رو مقدار زیادی فسکفات و سکایر مکواد 

به منظکور افکزای    .(6-4)گردد  ها دف  میمعدنی از بدن آن

چنکین اابلیت جکذب اسکید فیتیکك در ایکن حیوانکات و هم

کاه  دف  فسکفر و بکه دنبکال آن ککاه  آلکودگی زیسکت 

 شودها افزوده میمحیطی آنزیم فیتاز سنتتیك به خوراک آن

(7  ,8)  . 

 هکاآنزیم  هماننکد سکایر  فیتاز  پایداری  مختلف  هایمحیط  در

 تحکت  را  آن  اسکتفاده  امککان  اسکت تکا  پکایین  اندازه  از  بی 

بکه علکت  .میسر سازد  صنعتی  کاربردهای  برای  سخت  شرایط

ی بالا و نیمه عمر کم آنزیم فیتکاز آزاد، اسکتفاده از آن هزینه

ه علکت به لحاظ ااتصادی مقرون به صرفه نیست، همچنین ب

 روی  بر  شده  تثبیت  آنزیم  محدودیت در به کارگیری مکرر از

لازم به ذکر است که .  (9)  کنندمی  استفاده  مختلف  بسترهای

 
1 hexakisphosphate 

 آن  از  تکواننمی  آب  در  آنزیم فیتاز  بالای  حل  اابلیت  دلیل  به

 تحقیقکات از بسکیاری  کرد به همکین منظکور  استفاده  مجدداً

 ایککن بککر غلبککه بککرای را تثبیککت هککای تکنیککك از اسککتفاده

 .(10,  9)دادند   ارار بررسی مورد  هامحدودیت

 پروتوزاهککا و هککاباکتری هککا،اارچ مخمرهککا، آنککزیم فیتککاز از

 E. coli فیتکاز ماننکد ریاییباکت شود. فیتازهایمی جداسازی

 بکه  اکارچی  فیتازهکای  با  مقایسه  در  هستند و  گلیکوزیله  غیر

 فیتکات  بکه  نسبت  بالا  ویژه  فعالیت  اسیدی بهینه و  pH  دلیل

است   مؤثرتر  طیور  و  خوک  غذایی  جیره  از  فسفر  رهاسازی  در

یکی از راههای بهینه سازی فیتازها برای مصکارف   .(12,  11)

و   PHکاربردی ، صنعتی  جهت افزای  فعالیت این آنکزیم در

در   تلف استفاده از مهندسی پروتئین مکی باشکد.دماهای مخ

این مطالعه هدف ما بهینه سازی آنزیم فیتاز باکتریایی جهت 

دسککتیابی بککه سککطح بککالایی از پککروتئین در وکتککور بیککانی 

PET26b  در میزبانE.coli-BL21 باشدمی. 

 هامواد و روش

 اشریشیاکلیکلونینگ ژن فیتاز در باکتری  

نتزی فیتکاز باکتریکایی ککه در بانکك در این مطالعه از ژن س

ثبت شکده اسکت   KY497778جهانی ژن با شماره دستیابی  

 DNAپکذیرش  مسکتعد  یهاسکلولدر ابتکدا    استفاده گردید.

 بکر روی محکیطDH5α  سکویه  E.coli  بکاکتری  خکارجی

LB سککدیم %1 و تریپتککون %1 مخمککر، یعصککاره 5%حککاوی 

ترانسکفورم کلرید، تهیه شد. سپس به روش شکوک حرارتکی  

)از  pUC57-Phytase صورت پذیرفت و در پکی آن پلاسکمید

ی مسکتعد هاسکلولشرکت شاینجین چکین تهیکه شکد (بکه  

E.coli    ی دارای  هایباکترمنتقل گردید. برای رشدpUC57-

Phytase    در محیطLB   نیلیسکیآمپبه محیط آنتی بیوتیك 

( و محکیط mg ⁄ml  100اضافه گردید )غلظت مورد اسکتفاده

بککه  180درجککه دور  37شکت در شککیکرانکوباتور در دمککای ک

ساعت ارار داده شد. برای اطمینان از حوکور   16-  14مدت  
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pUC57-Phytase  ی تراریخکت از روش هایکلوندرColony 

PCR    استفاده گردید)تمامی مواد مکورد اسکتفاده در واککن

PCR    باشدیممربوط به شرکت سیناژن.) 

   pET-26a تور بیانی در وک  فیتازکلونینگ ژن  

و جهکت   pUC57به منظور جداسازی ژن فیتاز از پلاسکمید  

و کلونینککگ ژن فیتککاز از  pET-26b بککرش پلاسککمید بیککانی

اسککتفاده شککد. پککس از انجککام  BamHI  و NcoI یهککامیآنز

، pET-26bو  pUC57-Phytaseواکن  هوم آنزیمی بر روی  

بعکد از مشکاهده انجام شد و    %1الکتروفورز بر روی ژل آگارز  

ی مورد نظر توسکط تیکب بکرش باندها،  UVباندها در زیر نور  

ی ککه از ابکل تکریلیلیم5/1هکای  داده شده و به درون ویال

وزن شده بودند، انتقال یافت. با اسکتفاده از کیکت اسکتخرا  

DNA  ،ی طبکک  سککازخالصشککرکت پیشککگامان انتقککال ژن

 پروتکل انجام شد.

ن پلاسمممید ی ممی شممده  لیگاسیون ژن فیتاز در درو

26b-pET  فورماسیون به باکتری سو ترانα5DH E.coli 

ابتدا هوکم آنزیمکی   pPET-26bبرای اتصال ژن به پلاسمید  

و بعککد  شککدرا بککر روی ژل الکتروفککورز ریختککه  هککاآنهککر دو 

مربوط به ژن و پلاسمید هوکم  شکده )ژن بکا   DNAکیفیت  

روی ژل آگکارز بر    (bp4600و پلاسمید باند    bp  1049طول  

بررسی شد. پس از بررسی میزان شکفافیت بانکدهای فیتکاز و 

، مکواد %1بر روی ژل آگارز    pPET-26bپلاسمید خطی شده  

 ژن آنککزیم فیتککاز،  µl3 لازم بککرای لیگاسککیون شککامل 

µl2پلاسمید pPET-26b ، µl 5/1Ligation Buffer (10X) ،

µl7.5 DDW  و در انتهاµl 1  آنزیمeLigas DNA  T4  اضافه

ساعت در دمای اتاق ارار   1گردید و مخلوط واکن  به مدت  

از    pET-26b-Phytaseی بعد پلاسکمید مرحلهداده شد. در 

انتقکال  E.coli DH5αطری  روش شوک حرارتی به باکتری 

جامکد  LB یافت. در انتها مخلکوط حاصکل بکر روی محکیط 

درجه  37برده شد و پلیت ها در انکوباتور   نیلیسیآمپحاوی  

سکاعت اکرار گرفتنکد و بکرای اطمینکان از   16-18به مکدت  

 Colonyی تراریخکت از روش هکایکلونحوور ژن  فیتاز در 

PCR    .استفاده گردید 

 بیان فیتاز نوترکیب

 جهت بستگی دارد. محیط شرایط به فیتکککاز ژن بیان سطوح

-pET-26bپلاسکمید  بیان پروتئین نوترکیب،    و  باکتری  القاء

Phytase  ه سویه  بBL21    ازE.coli   ترانسفورم شکد ککه ایکن

بکود.  DH5αپروسه انتقال، کاملاً شبیه ترانسفورماسکیون بکه  

، بیکان پکروتئین صکورت BL21پس از انتقکال پلاسکمید بکه  

 .(13)  پذیرفت

شکد. سکپس از   هیککلکون ته  كیککشت از     یپ   ان،یجهت ب

 15 یحکاو یتکریل یلیم 50کلون درون فالکون    یحاو  تیپل

ککرده و  حیتلقک نیلیس یبه همراه آمپ  LB طیمح تریل یلیم

درجکه   37  یبکا دمکا  کرانکوباتوریرشد آن را داخکل شک  یبرا

شبانه روز گذاشته شکد.   كیبه مدت    180گراد و دور    یسانت

 یلکیم  25  یحکاو  یتکریل  یلیم  250را در ارلن    هسپس نمون

 تکریل یلکیم 1برده و  نیلیس یبه همراه آمپ  LB طیمح تریل

کشت کلون رشکد ککرده را داخکل ارلکن مکورد نظکر    یاز پ 

درجه   37  یانکوباتور با دما  کریکرده و آنها را درون ش  حیتلق

 OD اکرار داده تکا بکه کریدرون شک 180گکراد و دور  یسانت

سککاعت بککا دسککتگاه  3 یالکک 2. پککس از زمککان سککدمطلککوب بر

نکانومتر خوانکده  600نمونه در طول مکو   ODاسپکتوفتومتر

  د.ش

 ( به آن5/1)حدود  دیمطلوب رس OD نمونه به نکهیاز ا پس

ml 2 و نیسیگلا  µl 10 از IPTG  مولار اضافه شد  یلیم مین

 37  یانکوباتور بکا دمکا  کریشبانه روز داخل ش  كیو به مدت  

 .ارار داده شد 180گراد و دور   یجه سانتدر

در نهایت پس از پایان مرحله بیان، از آنجکایی ککه ژن مکورد 

استفاده در آزمکای  دارای سکیگنال ترشکحی اسکت، آنکزیم 
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)پکس از بیکان  کنکدیمنوترکیب را به صورت ترشکحی بیکان 

( بکه کنکدیمپروتئین نوترکیب، آن را به محیط کشت ترشح  

 SDS _PAGEداسکازی فیتکاز از روش همین دلیل بکرای ج

 .استفاده شد

 هایافته

درپلاسمید در  فیتاز  ژن  حوور  تأیید  روش     Puc57برای  از 

Colony-PCR     پرایمراستاندارد دو    M13-Rو     M13-Fو 

محصول   نهایت  در  و  شد  ژل   PCRاستفاده  روی  بر 

 طول حدود به ایاین واکن  اطعه  الکتروفورز برده شد. در

 تکثیر یافت. باز جفت  1500

آنزیم با  آنزیمی  از هوم  استفاده  ،    NcoIو     BamHIهای  با 

 bpو ژن فیتاز با طول     bp  2710 حوور پلاسمید با طول

  ناال   طول  همچنین  بر روی ژن آگارز به تأیید رسید.  1230

pET26b  حدود  آنزیمی  هوم  از  پس  bp5400   شد   مشاهده .

 

 

 نشانگر مارکر   Mو چاهك شماره    2و  1های شمارهكدر چاهفیتازبر روی کلونیهای حاوی ژن  PCRژل آگارز نشاندهنده تایید کلونی    -1شکل  

نشده به   بریده فیتاز ژن  حاوی pUC پلاسمید  .NcoI  ،2و    BamHIهای   آنزیم با شده فیتاز بریده ژن حاوی pUC پلاسمید.  1  از چپ به راست:

 GeneRuler™ #SM 0331  مارکر  نشانگر  :M  کنترل،  عنوان

فیتاز    لیگاسیون ناقل  ژن  در  شده  و   pET-26bبریده 

 E.coli BL21ترانفورماسیون به باکتری 

کلونی سازی  همسانه  صحت  تأیید  بر  برای  کرده  رشد  های 

 مرهایککا استفاده از پرایکب  ، LB+Kana خابی روی محیط انت

 T7 F   وT7 R   واکن   Colony PCR    ،نتایج شد.  انجام 

ژن بیانی   در فیتاز حوور  نشان    2شکل  در  pET-26bناال 

 .داده شده است
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 روی بر Colony-PCR تأیید دهنده نشان آگارز ژل  -2شکل

ژن    PCRمحصول   . 1ژن فیتاز.از چپ به راست: حاوی هایکلونی

شماره    ژن فیتاز از کلون  PCR. محصول  2.  1فیتاز از کلون شماره  

2.M.  مارکر  نشانگر  GeneRuler™ #SM 0331 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های  نمونه  از  پلاسمید استخرا   ی  دهنده  نشان  آگارز ژل   -3شکل  

pET-26b-Phytase.   استخرا  پلاسمید سازهpET-26b-Phytase  

کلون    pET-26b-Phytaseاستخرا  پلاسمید سازه    2   .1کلون

2.M.  مارکر  نشانگر  GeneRuler™ #SM 0331 . 

 بیانی محیط در فیتاز نوترکیب پروتئین بیان بررسی

صحت بیان و ترشح آنزیم فیتاز نوترکیب در محیط بیانی با  

 . (4 )شکلبررسی شد   SDS-PAGEاستفاده از ژل 

 
بررسی بیان پروتئین نوترکیب فیتاز در محیط   -4شکل

  تازیف  نی. پروتئ1بیانیچاهك ها از چپ به راست:چاهك شماره  

 انیب  تازیف  نی. پروتئ2چاهك شماره  1ه از کلون شماره  شد  انیب

 .M.چاهك    ی. کنترل منف3.چاهك شماره  2شده از کلون شماره  

 س ی وانتیشرکت و  prestained  ینینشانگر پروتئ

   بحث

 myo-inositol hexakisphosphate)  تازیف

phosphohydrolaseآنز ه  یفسفاتاز  می(  که   زیدرولیاست 

 زی( را کاتالmyo-inositol hexakisphosphate)  كیتیف  دیاس

بزرگترسمیکروارگانیم.  (14)  ند کیم ف  نیها  بالقوه    تاز یمنب  

احتمال منب   چهار   ، گسترده  طور  به  وجود    تازیف  یهستند. 

ف فیاه یگ  تازیدارد:  فیکروب یم  تاز ی،  توسط    د یتول  تازی،  شده 

ک روده  ف  وچكمخاط  روده  زیر  ی تازهایو  با  مرتبط    فلورال 

(15 ,16) . 

غالباً غلات     اهان یگ  ی فسفات در دانه هااصلی    رهیذخ تاتفی

و   تولینوزیا  ویبه م  را  تاتیف   ، تازی. ف(17)  باشدمی  و حبوبات

کند.آل  ریغ فسفات   می  هیدرولیز  دستگاه    ی  که  آنجا  از 

ف  واناتیح گوارش   مرغ  و  خوک  جمله  برای ندارند    تازیاز   ،

،    جهینت  در  تامین فسفات خود نیاز به فسفات معدنی دارند. 

ف  تاتیف از طرو  ا  یکود دف  م   یسفات  باعث    جاد یشوند و 

ز تول  یطیمح  ستیمشکلات  مناط   شد  دیدر    د ی دام 
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  یفلز  یونهایبا    ییکمپلکسها  تاتی، ف  نیشوند. علاوه بر ایم

ظرف آهن  یتیچند  رویمثل  پروتئین  ،  و    جاد یا،کلسیم 

,  18)  زندو آسیب های زیادی را به محیط زیست می  کندیم

19)  . 

غذا   یافزا  یبرا  تازیفبنابراین   بهبود    یی ارزش  و  خوراک 

ح سلامت  و  رشد  ا  یضرور  واناتیعملکرد    آنزیم   ن یاست. 

ه  تاتیف آزادیم   زیدرولیرا  به شکل  را  فسفر  تا  انتشار    ،کند 

آن را جذب کنند و  داوم  توانند به طور م  یم  واناتیح  و   دهد

نت معدن  یبرا  یکمتر  یتقاضا  جهیدر  باشند   ی فسفر    داشته 

آنزیم    .(20) زیاد  بسیار  کارایی  بدلیل  در    تازیفهمچنین 

مختلف است    حوزهای  داشته  آن  بر  را  محققان   د یتول  که، 

زیرا این سیستم    انجام دهند.   یباکتر  ستمیدر سرا    میآنزاین  

مرتبط    مشکلاته و همچنین علاوه بر این  هم مقرون به صرف

  را برطرف می کند   بینوترک  تازیف  ی، خالص سازیبا جداساز

و    یی ایال  pH  ی عنی،  pHرا در دو    نهیبه  تیفعال  تاز یف.  (13)

م  یدیاس وابسته   PHدهد.  ینشان  فیتاز  فعالیت  برای  بهینه 

 . ( 21) باشدبه گونه می

از   بالایی  میزان  تولید  به  دستیابی  مطالعه  این  از  ما  هدف 

باکتریایی در فیتاز  این    PET26b  بیانی   وکتور  آنزیم  به  بود. 

  و   شد  وارد  -pET-26b  بیانی  وکتور  به  هدف  ژنمنظور   

  DH5α  اشریشیاکلی  باکتری  در  تکثیر  از  پس  نوترکیب  وکتور

  منتقل  بیانی   میزبان  عنوان  به   BL21  اشریشیاکلی   باکتری  به

روش  .شد از  نوترکیب  فیتاز  جداسازی   SDS-PAGEبرای 

 از  استفاده   با  نوترکیب  پروتئین  تولید  میزان  استفاده گردید و 

 شد. بررسی الکتروفورز

 ، فیتاز نوترکیب  Pet-26bپس از کلون ساز  ژن فیتاز در 

 

 

 

آنزیم  این  ملکولی  بیان شد. وزن  آمیزی  با    به طور موفقیت 

که نشان دهنده بیان   SDS-PAGE  ،80kDaاستفاده از روش 

باشد.   می  باکتری  در  نوترکیب  فیتاز  ژن  سلولی  خار  

محدوده   در  نوترکیب  فیتاز  آنزیم  فعالیت  همچنین محدوده 

PH    این    5/5اسیدی بالای  پایداری  و  فعالیت  دهنده  نشان 

  آنزیم در برار اسید معده می باشد. همچنین محدوده فعالیت 

فیتاز   همانند  آنزیم  این  که  داد  نشان  نوترکیب  فیتاز  دمایی 

 درجه می باشد.  55طبیعی دارای دمای بهینه 

فیتاز  عنوان   به  نوترکیب  فیتاز  این  از  توان  می  نتیجه  در 

مورد استفاده در افزودنی های مواد غذایی به دلیل مقاومت  

  فعالیت آنزیم   اسیدی معده  استفاده نمود. همچنین    PHدر  

 با معیارها با کاربری صنعتی بهینه نمود را مطاب  فیتاز

 یریگیجهنت

،  M13با پرایمر    PCR ، توسط  Pet-26bکلونینگ و بیان ژن  

، الکتروفورز و تولید پروتئین   NcoIو     BamHI هوم آنزیمی

پروتئین   این  شد.  تایید  بلات  وسترن  توسط  نوترکیب 

به   نسبت  بالا  مقاومت  دلیل  به  و    PHنوترکیب  اسیدی  

دمای   در  غذا    یافزابه    55فعالیت  و    یخوراک  یی ارزش 

 ت کمك زیادی می کند. وانایبهبود عملکرد رشد و سلامت ح

 تشکر و قدردانی

مریم   ارشد کارشناسی پایان نامه پروژه از برگرفته مقاله این 

با    علوم پزشکی  واحد اسلامی آزاد دانشگاه در آزادی مصوب

راهنم استاد  خانمراهنمایی  و    دکتر   ا  پیشکار  مشاور  لیلا 

 .است  20/06/1397 در تاریخ  دکتر احسان دهنوییآاای 

 تعارض منافع

.ندارنکد منکاف  توکاد هکی  ککه میدارنکد اعکلام نویسندگان

. 



 دی و همکاران  آزا
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A B S T R A C T  Original Article 

Introduction 

Phytase is an enzyme that has the ability to break down phytic acid into 

myoinositol and mineral phosphate, and widely uses as an additive in animal 

foods. The aim of this study was to achieve a high level of bacterial phytase 

expression in PET26b expression host. 

Materials and Methods 

To generate the recombinant phytase enzyme, the target gene was introduced 

into the expression vector pET-26b-Phytase, and the recombinant vector was 

transferred to Escherichia coli BL21 as a host of expression after replication in 

E. coli DH5α. The SDS-PAGE method was used to isolate recombinant 

phytase and the amount of produced recombinant protein was investigated. by 

electrophoresis. 

Results 

The bacterial phytase enzyme was successfully expressed in Escherichia coli 

and the molecular weight of recombinant phytase produced at about 85 kDa 

was estimated. The optimum pH for recombinant bacterial phytase was 

estimated at 5.5. 

Conclusion 

The results showed that phytase derived from Escherichia coli due to its low 

production cost and high production of recombinant phytase is a desirable 

alternative for use in domestic animal feed industry. 
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