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چيكده
 E.C. 3.1.3.8( سابقه و هدف: فیتیک‌اسید، یکی از ترکیبات معدنی بسیار مهمی است که در درون گیاهان ذخیره‌ می‌شود. فیتاز 
یا E.C. 3.1.3.26( به صورت گسترده‌ای به عنوان یک افزودنی جهت افزایش جذب فسفر و سایر عناصر در حیوانات تک‌معده‌ای به غذای 

آن ها اضافه شده و بدین ترتیب سبب کاهش دفع فسفات به داخل محیط می‌گردد. در این تحقیق، کلونینگ و افزودن برچسب شش 
آمینواسیدی هیستیدین به ژن نوترکیب فیتاز در باکتری اشرشیا‌کلی و سپس مخمر، به منظور خالص‌سازی آنزیم تولید شده در مقادیر 

بالا در این میزبان، انجام شد.
مواد و روش‌ها: توالی پروتئینی آنزیم فیتاز قارچ P. lycii از بانک های اطلاعاتی پروتئین استخراج شده و با توجه به ترجیح کدنی 
مخمر، توالی ژن طراحی و سنتز گردید. با طراحی پرایمرهای مناسب توالی حاوی شش هیستیدین به ژن مورد نظر داخل حامل دوگانه

pFPMTMF اضافه شده و در نهایت با استفاده از الکتروپوریشن به داخل مخمر انتقال یافت.

یافته‌ها: سازه‌ی نوترکیب حاوی ژن فیتاز به همراه برچسب شش آمینواسیدی هیستیدین تولید شد. حضور ژن در داخل باکتری و 
مخمر با استفاده از روش‌های هضم آنزیمی و PCR تایید گردید.

نتیجه گیری: کلونینگ موفق ژن فیتاز قارچی حاوی برچسب شش هیستیدین، در باکتری اشرشیاکلی و مخمر به منظور بیان بالا و 
سپس خالص سازی این آنزیم، انجام شد.
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مقدمه
ذخیره‌ی  اصلی  فرم  که  هگزافسفات(  )میو-اینوزیتول  فیتات 
فسفر در دانه‌های غلات، حبوبات، دانه‌ی گرده و دانه‌های روغنی 
است )28 ، 20(، به علت اتصال به مواد مغذی، آمینواسیدها و 
چربی‌ها، سبب عدم جذب آن ها شده و همچنین با اتصال به 
پروتئین‌ها، سبب جلوگیری از عملکرد صحیح آن ها در داخل 
غذای حیوانات می‌گردد )13،16 ،9(. حیوانات تک‌معده‌ای مانند 
تجزیه‌ی  توانایی  فیتاز،  آنزیم  نداشتن  به علت  و خوک  ماکیان 
این ماده‌ را نداشته و بدین ترتیب مقدار زیادی از فسفر به همراه 
می‌گردد  دفع  جانوران  این  بدن  از  غیره  و  معدنی  مواد   سایر 

)9 ، 20(. فیتات‌های تجزیه نشده، نه تنها سبب کاهش کیفیت 
نیز  زیست ‌محیطی  آلودگی‌های  سبب  بلکه  شده  غذایی  مواد 
می‌شوند )9(. فیتاز )میو-اینوزیتول هگزوفسفات فسفوهیدرولاز؛ 
E.C. 3.1.3.8 یا E.C. 3.1.3.26( آنزیمی است که توانایی تجزیه‌ی 

فیتیک‌اسید به میو-اینوزیتول‌هایی با مقدار فسفر کمتر و فسفر 
صورت  به  آنزیم  این  از  بنابراین  )9(؛  می‌باشد  دارا  را  معدنی 
.)20  ،  9( می‌شود  استفاده  حیوانات  غذاهای  در  گسترده‌ای 

افزایش  برای  مکمل  یک  عنوان  به  همچنین  فیتاز  آنزیم‌های 
جذب آهن در انسان، به عنوان یک مکمل در غذای ماهی‌ کاربرد 
دارد. این آنزیم‌ها، همچنین در صنعت نانوایی، صنایع غذایی و 
جداسازی پروتئین‌های گیاهی نیز کاربرد دارند )11، 14 ، 28(.

حال  به  تا  که  فسفر  تجزیه‌کننده‌ی  آنزیم‌های  از  کلاس  چهار 
 ،)HAP( گزارش شده اند عبارتند از: هیستیدین‌ اسید فسفاتازها
)PAP( ارغوانی  اسیدفسفاتازهای   ،)CPhy( فیتازها  سیستئین 
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فعالیت  با  که  فیتازهایی  اکثر  اما  )BPP(؛  فیتازها  بتا-پروپل  و 
تخصصی بالا و ویژگی‌های کاتالیتیکی مناسب گزارش شده‌اند، 
می‌باشند  فیتازها  اسید  هیستیدین  خانواده‌ی  به   متعلق 
بر  گروه  این  از  شده  شناخته  فیتازهای  28(. اکثر   ،  14  ،1(
فیتات جدا  از  که  فسفومونواستری  گروه  اولین  موقعیت  اساس 
یا 6-فیتاز )به ترتیب  و  از دو گروه 3-فیتاز  می‌کنند، در یکی 
E.C. 3.1.3.8 و E.C. 3.1.3.26( قرار می‌گیرند )22 ، 28(. توالی 

 bp طول  با   Peniophora lycii گونه‌ی  از  شده  جدا  فیتاز  ژن 
1230، دارای فعالیت تخصصی U/mg 1080، تمایل بالا نسبت 
مصرف  حیوانات  گوارش   دستگاه  در  بالا  مقاومت  فیتات،  به 
کننده و همچنین مقاومت دمایی بالا )پس از گذشت 1 ساعت 
در دمای 80 درجه سانتی گراد مقدار 62% از فعالیت آنزیم باقی 
اما به علت سطح  می‌ماند( می‌باشد )18، 23، 29، 30 ، 31(؛ 
پایین تولید آنزیم در میزبان اولیه نمی‌توان از این میزبان برای 
تولید آنزیم در مقیاس صنعتی استفاده کرد. مخمرها موجودات 
تک سلولی ساده‌ای بوده که دارای توانایی رشد در محیط‌های 
از  خارج  به  پروتئین  ترشح  توانایی  بالا،  رشد  سرعت  ساده، 
تکثیر  توانایی  سلولی،  بالای  بسیار  غلظت‌های  تحمل  سلول، 
 پلاسمید در داخل خود و مقاومت دمایی نسبتاً بالایی می‌باشد 
)6، 7، 12 ، 21(. در صنعت، یکی از پرهزینه‌ترین مراحل تولید 
آنزیم، خالص سازی آن ها پس از تولید در میزبآن های جدید 
از  آنزیم‌ها پس  برای خالص‌سازی  می‌باشد. روش‌های مختلفی 
ها  آن  ترین  مهم  از  که  گرفته  قرار  استفاده  مورد  تولید  تولید 
می‌توان به خالص سازی با استفاده از ستون‌های کروماتوگرافی 
با ابزارهای HPLC و یا FPLC، کروماتوگرافی تمایلی، استفاده 
از آنتی‌بادی‌های مونوکلنونال و یا پلی‌کنونال، استفاده از اولترا 
یکی   .)24  ،  18  ،17  ،11  ،3( کرد  اشاره  غیره،  و  سانتریفیوژ 
مورد  آنزیم‌ها  خالص‌سازی  برای  امروزه  که  روش‌ها  بهترین  از 
با  کروماتوگرافی  ستون‌های  از  استفاده  می‌گیرد،  قرار  استفاده 
با  آنزیم‌هایی  به  دستیابی  برای   FPLC یا  و   HPLC ابزارهای 
اضافه کردن برچسب شش  با  بالا، می‌باشد )2(.  درجه خلوص 
آمینواسیدی هیستیدین به توالی‌های پروتئین نه تنها می‌توان 
پروتئین‌ها را با استفاده از آنتی-هیستیدین جداسازی کرد بلکه 
می‌توان آن ها را با استفاده از ستون نیکل به راحتی و با خلوص 

بالا، خالص‌سازی کرد )5 ، 25(.

به   P. lycii فیتاز  ژن  حاوی  نوترکیب  سازه‌ی  مطالعه،  این  در 
آمینواسیدی هیستیدین، جهت دستیابی  همراه برچسب شش 
پروتئین  بیان  از  فیتاز خالص پس  پروتئین  از  بالایی  به سطح 
به داخل مخمر  الکتروپوریشن  از تکنیک  با استفاده  در مخمر، 
انتقال یافت. توالی ژن فیتاز P. lycii جهت دستیابی به حداکثر 
بهینه‌سازی  مخمر،  کدنی  ترجیح  طبق  بر  آنزیم،  تولید  سطح 

شده و سپس به میزبان بیانی انتقال داده شد.
مواد و روش‌ها

مواد شیمیایی، آنزیم، پلاسمید، سویه باکتری
 DNA آنزیم ،BamHI و HindIII ،EcoRI آنزیم های محدودگر
 ،PCR تمام مواد به کار رفته در واکنش ،Max-tag ،Taq پلی‌مراز
استخراج پلاسمید  و کیت   PTG19-T لیگاز، حامل   T4 DNA

از شرکت Vivantis خریداری شده و طبق شرایط توصیه شده 
استفاده گردید. سویهی باکتری مورد استفاده از پژوهشگاه ملی 
مهندسی ژنتیک خریداری شد که مشخصات آن در جدول 1 

آمده است. 

جدول 1- سویه ی باکتری مورد استفاده در این تحقیق

سویهخصوصیاتمنبع

 Invitrogen Life
Technologies

 F- Φ80dlacZΔM15
 endA1 recA1 gyrA96

 thi-1 hsdR17 (rK- mK+)
 relA1 deoR Δ supE44
(lacZYA-argF) U169

اشرشیاکلی 
DH5
NCTC

پلاسمید مورد استفاده: حامل PUC57 برای انجام کلونینگ 
این  در   pFPMTMF ی  دوگانه  حامل  و  باکتری  در  اولیه 

آزمایش استفاده گردید.
و   LB های  محیط  از  آنتی‌بیوتیک‌ها:  و  کشت  محیط‌های 
LB-Agar حاوی 0.5 میکروگرم بر میلیلیتر آنتی بیوتیک جهت 

برای   YPD-Agar و   YPD محیط‌های  و  باکتریایی  کلونینگ 
کشت مخمر استفاده گردید. آمپیسلین مورد استفاده به عنوان 

آنتی بیوتیک از شرکت سیگما خریداری شد.
 P. lycii (GenBank: سنتز ژن: توالی پروتئینی آنزیم فیتاز قارچ
با  بانک های اطلاعاتی پروتئین استخراج و  از   CAC48195.1)

و  طراحی شده  ژن  توالی  بیانی،  مخمر  کدنی  ترجیح  به  توجه 
چین   ShineGene Molocolar Biotec شرکت  به  سنتز  برای 

1391، کلونینگ.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 
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فرستاده شد. شرکت مذکور پیش از سنتز توالی فیتاز، با استفاده 
از نرم افزار GeneOptimizer  اقدام به بهینه سازی آن از نظر 
همچنین  و  ژن   ‌mRNA ثانویه‌ی  ساختارهای   ،GC محتوای 
تشکیل لوپ در ساختار آن، نمود. پس از بررسی کمی و کیفی 
در مورد صحت سنتز، هر یک از ژن های مورد نظر به صورت 
و   EcoRI برش  جایگاه  دو  بین   PUC57 حامل  در  شده  کلون 
BamHI به آزمایشگاه تحویل داده شد. این پلاسمید دارای ژن 

مقاومت به آمپی سیلین به عنوان مارکر انتخابی می‌باشد.
با  دست  پایین  و  بالادست  پرایمرهای  پرایمرها:  طراحی 
استفاده از نرم‌افزار اولیگو 7، طراحی و توسط شرکت سیناکلون 
برچسب  افزودن  برای  پرایمر  دو  این   .)2 )جدول  شد  سنتز 
طراحی  فیتاز  نوترکیب  ژن  به  هیستیدین  آمینواسیدی  شش 
گردید )شکل 1(. برای ساختن این سازه‌ی نوترکیب در شرایط 

آزمایشگاهی، واکنش Touchdown-PCR انجام شد )15(.

شکل1- ساختار شماتیک اضافه کردن برچسب شش آمینواسیدی هیستیدین 

  EcoRIبه ژن نوترکیب فیتاز. توالی ژن فیتاز بهینه شده بین دو جایگاه برش

وBamHI  قرار گرفت.

لیگاسیون توالی حاوی توالی فیتاز به همراه برچسب شش 
اشرشیاکلی باکتری  درون  به  هیستیدین   آمینواسیدی 

شش  برچسب   ،Touchdown-PCR مراحل  انجام  از  پس 
و  شده  اضافه  فیتاز  توالی  انتهای  به  هیستیدین  آمینواسیدی 
حامل  داخل  به  شده  ساخته  سازه‌ی  لیگاسیون،  انجام  از  پس 
PTG19-T که در ابتدا و انتهای خود حاوی نوکلئوتیدهای A و 

T است، انتقال یافت )15(.
کلونینگ سازه‌ی طراحی شده در باکتری اشرشیاکلی

محصول   ،)24( باکتری  مستعد  سلول های  تهیه ی  از  پس 
لیگاسیون با استفاده از روش شوک حرارتی به درون سلول های باکتری 
انتقال یافت. در طی این روش، سلول‌های مستعد باکتری را برای 
20 دقیقه بر روی یخ قرار داده؛ سپس آن ها را برای 2 دقیقه 
داده  انتقال  یخ  به روی  را  ها  و دوباره آن  در دمای 42 درجه 
مخمر،  عصاره‌ی   %0.5 حاوی   LB محیط  در  باکتری‌ها  شدند. 
1% تریپتون و 1% سدیم کلرید، در دمای 37 درجه سانتی گراد 
در شیکرانکوباتور با دور 300 دور بر دقیقه رشد داده شد و بدین 

انتقال  از  پس  آمد.  دست  به  پلاسمید  از  زیادی  مقدار  ترتیب 
IPTG,X- باکتری‌های ترانسفورم شده بر روی پلیت‌های حاوی

این پلیت‌ها،  X-gal در داخل  gal,amp، به علت وجود ماده‌ی 

IPTG، کلنی‌های  اثر حضور  آنزیم در  این  از  فعال شدن  پس 
حاوی حامل تنها به رنگ آبی و کلنی‌های حاوی سازه‌ی ساخته 
انجام  برای   .)32 ،  10( می‌شوند  مشاهده  رنگ سفید  به  شده 
پرايمربالا   ،)Touchdown-PCR( پلی‌مراز  زنجیره‌ای  واکنش 
دست )pmol/μl 10( و پرایمر پایین دست )pmol/μl 10(، بافر
Max- 50( و آنزیمmM( Mgso4  ،) 1mM(dNTPs ،10X PCR

 0C :دو مرحله ای به شکل زیر انجام شد PCR .استفاده شد tag

95 به مدت 3 دقیقه )1 چرخه(، در مرحله ی اول 0C 95 به 
مدت 0.5 دقیقه، 0C 53 به مدت 0.5 دقیقه و 0C 72 به مدت 
1.5 دقیقه )5 چرخه( و در مرحله ی دوم 0C 95 به مدت 0.5 
دقیقه، 0C 60 به مدت 0.5 دقیقه و 0C 72 به مدت 1.5 دقیقه 

)25 چرخه(،  0C 72 به مدت 10 دقیقه )1 چرخه(.
به داخل  انتقال  سازه‌ی طراحی شده حاوی توالی فیتاز 

pFPMTMF حامل دوگانه‌ی 
 پس از استخراج پلاسمیدهای PTG19-T که حاوی توالی فیتاز 
کلونینگ  مراحل  تمام  بودند،  آگارز  ژل  روی  از  شده  ساخته 
انجام  اشرشیاکلی  باکتری  به   PTG19-T حامل  انتقال  همانند 
انتخابی حاوی  پلیت‌های  بر روی  تراریخت ‌شده  باکتری‌های  و 

آمپی‌سیلین گزینش شدند.
باکتری  در  شده  طراحی  سازه‌ی  کلونینگ  و  لیگاسیون 

اشرشیاکلی
پس از برش سازه‌ ساخته شده در حامل PTG19-T با استفاده 

از آنزیم‌های برشی HindIII و BamHI، این سازه به داخل حامل 
pFPMTMF که آن هم با استفاده از همین دو آنزیم  دوگانه‌ی  
 ،PTG19-T برش یافته بود، انتقال یافته و سپس همانند حامل

در داخل باکتری‌های مستعد اشرشیاکلی کلون شد. 
تهیه ی سلول مستعد مخمر

محیط  از  میلی‌لیتر   10 در حجم  را  مخمر  استوک  از  مقداری 
پپتون و 2% گلوکز، در  YPD حاوی 1% عصاره‌ی مخمر، %2 

دمای 37 درجه سانتی گراد با دور 270 دور بر دقیقه در داخل 
فالکون برای مدت یک شبانه روز انکوبه شد. از این کشت برای 
یک  ارلن  در  مایع   YPD کشت  محیط  میلی‌لیتر   200 تلقیح 
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لیتری استفاده گردید. پس از گذشت 14 ساعت در شرایط فوق، 
تهیه  برای  کشت  این  از  رسید.   0.95 به  مخمر  کشت   OD600

سلول های  مستعد و انجام  الکتروپوریشن استفاده شد.

سازه‌ی  حاوی   pFPMTMF دوگانه‌ی  حامل  انتقال 
روش  از  استفاده  با  مخمر  به  شده  ساخته  نوترکیب 

الکتروپوریشن
محیط کشت تهیه شده با دور 270 دور بر دقیقه برای مدت 5 
دقیقه سانتریفیوژ شده و رسوب تشکیل شده در 40 میلی‌لیتر 
حل   ،)pH=7.5( میلی‌مولار(   50( گرم  فسفات  پتاسیم  بافر  از 
گردید؛ سپس مقدار 1 میلی‌لیتر از DTT )1 ‌مولار( به آن اضافه 
شده و برای مدت 20 دقیقه در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد 
)بدون حرکت( قرار داده شد. دوباره نمونه‌ها سانتریفیوژ شده و 
این بار، رسوب در 200 میلی‌لیتر از بافر SDM حل گردید. در 
نهایت نیز پس از سانتریفیوژ سلول‌ها، رسوب تشکیل شده در 
1 میلی‌لیتر از بافر SDM حل گردید و مقدار 80 میکرولیتر از 
آن در داخل ویال‌های استریل تقسیم شده تا از آن ها در دمای 
80- نگهداری شود )6 ، 12(. پس از گذشت حداقل 3 ساعت، 
مقدار 200 نانوگرم تا 1 میکروگرم از سازه‌ی نوترکیب حاوی ژن 
فیتاز P. lycii به همراه برچسب شش آمینواسیدی هیستیدین 
به سلول‌های مستعد اضافه گردیده و با تنظیمات، kV 2 برای 
مقاومت،  برای   200  Ω و  خازن  برای   25 وارده،   ولتاژ 
محیط  از  میلی‌لیتر   1 سرعت  به  سپس  شدند.  الکتروپوریت 
کشت YPD به کوت‌ها اضافه شده، کل مخلوط به یک فالکون 
کاملًا استریل منتقل گردیده و سلول‌ها برای مدت 1 ساعت در 
شیکرانکوباتور 37 درجه قرار داده شدند تا مجدداً بازیابی شوند. 
پس از سانتریفیوژ فالکون‌ها با دور 1500 دور بر دقیقه برای 2 
استریل  مقطر  آب  1میلی‌لیتر  در  شده  تشکیل  رسوب  دقیقه، 
از آب مقطر  تکرار مرحله‌ی فوق در 200 میکرولیتر  از  و پس 
استریل حل گردید. مقدار 100 میکرولیتر از آن در محیط کشت 
 انتخابی پخش شد. پلیت‌ها برای مدت 5 روز در انکوباتور با دمای 

37 درجه قرار داده شدند )6، 8 ، 12(.

یافته ها
 PTG19-T اثبات کلونینگ سازه‌ی ساخته شده در حامل

PCR در باکتری اشرشیاکلی با استفاده از روش
توالی فیتاز به همراه برچسب شش آمینواسیدی هیستیدین پس 
از انتقال به حامل PTG19-T با انجام روش PCR و با پرایمرهای 

طراحی شده، بر روی ژل آگارز 1% تایید شد )شکل 2(. 

   PTG19-Tاثبات کلونینگ سازه‌ی ساخته شده در حامل
در باکتری اشرشیاکلی با استفاده از روش هضم دو آنزیمی

هیستیدین  آمینواسیدی  شش  برچسب  همراه  به  فیتاز  توالی 
اضافه شده به انتهای آن پس از انتقال به حامل PTG19-T با 
استفاده از آنزیم های محدودگر HindIII ،EcoRI و BamHI که 
به ترتیب ابتدای ژن، ناحیه‌ای در اوایل ژن و انتهای ژن را برش 
می‌دهند، بریده شده و مقداری از آن بر روی ژل آگارز 1% برده 

شد )شکل 3(.

دوگانه‌ی  حامل  در  شده  ساخته  سازه‌ی  کلونینگ  اثبات 
pFPMTMF در باکتری اشرشیاکلی با استفاده از روش   

PCR

توالی فیتاز به همراه برچسب شش آمینواسیدی هیستیدین پس 
pFPMTMF با انجام روش PCR با  از انتقال حامل دوگانه‌ی 
استفاده از  پرایمرهای طراحی شده بر روی ژل آگارز 1% تایید 

گردید )شکل 4(.

نامتوالیتوضیحات
GAATTCATGAGATTCCCATCTATCTTCACTG 3’PhyFWD’5پرایمر بالادست ژن فیتاز

GGATCCCTACTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCAGATGGAAC 3’PhyHisREV’5پرایمر پایین‌دست ژن فیتاز

 جدول 2- پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق و توالی آن ها
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به  فیتاز  نوترکیب  توالی  کلونینگ  تایید  نشان‌دهنده‌ی  آگارز  ژل   -2 شکل 

در   PCR روش  از  استفاده  با  هیستیدین  آمینواسیدی  شش  توالی  همراه 

شماره‌ی  چاهک‌های  منفی.  کنترل   .1 شماره  چاهک   .PTG19-T حامل 

نشانگر   .7 شماره  چاهک   .bp1527 طول  با   PhyHis حاوی   2-6

.GeneRuler™ #SM 0331

فیتاز  نوترکیب  توالی  کلونینگ  تایید  نشان‌دهنده‌ی  آگارز  ژل   .3 شکل 

هضم  روش  از  استفاده  با  هیستیدین  آمینواسیدی  شش  توالی  همراه  به 

چاهک  منفی.  کنترل   .1 شماره  چاهک   .PTG19-T حامل  در  دوآنزیمی 

 .3 شماره  چاهک   .PhyHis توالی  حاوی   PTG19-T حامل   .2 شماره 

نشان‌گر GeneRuler™ #SM 0331. چاهک شماره 4. حامل نوترکیب 

با آنزیم‌های محدودگر HindIII و BamHI که  PTG19-T بریده شده 

 HindIII برش  طول bp1258 می‌باشد )جایگاه  با  نشان دهنده‌ی توالی‌ای 

نوترکیب  حامل   .5 شماره  چاهک  دارد(.  قرار  ژن  اوایل  در  ناحیه‌ای  در 

که   BamHI و   EcoRI محدودگر آنزیم‌های  با  شده  بریده   PTG19-T

نشان دهنده‌ی توالی فیتاز با طول bp 1527 می‌باشد. 

دوگانه‌ی  حامل  در  شده  ساخته  سازه‌ی  کلونینگ  اثبات 
pFPMTMF در باکتری اشرشیاکلی با استفاده از هضم   

دو آنزیمی
هیستیدینی  آمینواسیدی  برچسب شش  همراه  به  فیتاز  توالی 
دوگانه‌ی  حامل  به  انتقال  از  پس  آن  انتهای  به  شده  اضافه 
و     EcoRI محدودگر آنزیم های  از  استفاده  با   pFPMTMF

BamHI که به ترتیب ابتدا و انتهای ژن را برش می‌دهند، بریده 

بر روی ژل آگارز %1  اثبات برش،  برای  از آن  شده و مقداری 
برده شد )شکل 5(. 

فیتاز  نوترکیب  توالی  کلونینگ  تایید  نشان‌دهنده‌ی  آگارز  ژل   -4 شکل 

 PCR روش  از  استفاده  با  هیستیدین  آمینواسیدی  شش  توالی  همراه  به 

 GeneRuler™ نشانگر   .1 شماره  چاهک   .pFPMTMF حامل  در 

طول با   PhyHis حاوی   2-5 شماره‌ی  چاهک‌های   .#SM 0331 

.1527 bp

با  ژن  انتقال  از  پس  مخمر:  سلول‌های  ترانسفورماسیون 
از  الکتروپوریشن به داخل مخمر، تعداد بیش  از روش  استفاده 

100 کلون به ازای هر پلیت انتخابی به دست آمد.
طراحی  سازه‌ی  مخمر:  سلول‌های  ترانسفورماسیون  تایید 
آمینواسیدی  شش  برچسب  همراه  به  فیتاز  توالی  حاوی  شده 
دوگانه‌ی  حامل  در  آن  انتهای  به  شده  اضافه  هیستیدینی 
انتقال از طریق الکتروپوریشن به داخل  pFPMTMF پس از 

با پرایمرهای   PCR از روش کلنی  با استفاده  سلول‌های مخمر 
طراحی شده، بر روی ژل آگارز 1% تایید شد )شکل 6(. 

بحث
و  ایران  در  ماهی  و  مرغ  افزون مصرف  روز  افزایش  به  توجه  با 
دنیا، مشکلات ناشی از حضور فیتات‌ در دستگاه گوارش جانوران 
صنعتی  روش  به  فسفر  تولید  بودن  هزینه  پر  تک‌معده‌ای، 
عنوان  به  فسفر  استفاده‌ی  از  ناشی  آلودگی‌های  همچنین  و 
یک  از  استفاده  زمینی،  زیر  آب‌های  روی  بر  دامی  مکمل‌های 
این حیوانات  به عنوان مکمل در جیره‌ی غذایی  آنزیم مناسب 
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سازی، ‌پرهزینه‌ترین  خالص  اینکه  به  توجه  با  است.  ضروری 
که  حلی  راه  یافتن  است،  آنزیم های صنعتی  تولید  در  مرحله 
بتوان با استفاده از آن با کمترین هزینه، حداقل تغییر در ساختار 
از  را  آنزیم  مقدار  حداکثر  خلوص‌،  درصد  بالاترین  و  پروتئین 
میزبان جدید خالص‌سازی کرد، ضروری به نظر می‌رسد )3، 9، 

.)20 ، 11

فیتاز  نوترکیب  توالی  کلونینگ  تایید  نشان‌دهنده‌ی  آگارز  ژل   -5 شکل 

هضم  روش  از  استفاده  با  هیستیدین  آمینواسیدی  شش  توالی  همراه  به 

نشانگر   .1 شماره  چاهک   .pFPMTMF دوگانه‌ی  حامل  در  دوآنزیمی 

نوترکیب  حامل   .2 شماره‌ی  چاهک‌   .GeneRuler™ #SM 0331

 BamHI آنزیم‌های محدودگر EcoRI و  با  بریده شده   pFPMTMF

که نشان دهنده‌ی توالی فیتاز با طول bp 1527 می‌باشد. 

به  فیتاز  نوترکیب  توالی  انتقال  تایید  نشان‌دهنده‌ی  آگارز  ژل   -.6 شکل 

 PCR همراه توالی شش آمینواسیدی هیستیدین با استفاده از روش کلنی

حاوی   .2-5 شماره  چاهک‌های  منفی.  کنترل   .1 شماره‌  چاهک‌  مخمر.  در 

PhyHis با طول bp 1527. چاهک‌ شماره‌ 6. کنترل مثبت. چاهک‌ شماره‌ 

 .GeneRuler™ #SM 0331 7. نشانگر

 سیستم‌های بیان مخمری به علت توانایی تولید خارج از سلولی 

بسیاری از آنزیم‌ها در سطح بالا، محیط‌های کشت ساده، توانایی 
پایدار پروتئین در داخل  بیان  تحمل غلظت‌های بالای سلولی، 
از  تغییرات پس  توانایی گلیکولیزاسیون پروتئین‌ها و سایر  آن، 
پروتئین‌های  بیان  جهت  مناسبی  میزبانان  عنوان  به  ترجمه، 
نوترکیب در مقیاس صنعتی، مطرح می‌باشند )6 ، 21(. مقاومت 
دمایی بالا، تمایل بالا نسبت به مولکول سوبسترا )فیتیک‌اسید(، 
فعالیت مناسب در رنج pH بین 5-4 )مناسب برای فعالیت در 
درستگاه گوارش( و مقاومت بالای آنزیم فیتاز P. lycii در دستگاه 
گوارش حیوانات مصرف کننده، نشان دهنده‌ی ارزش بالای این 
 ،  23  ،18( است  تجاری  سطح  در  تولید  جهت  آنزیمی  منبع 
 P. lycii 31(. جداسازی و تعیین خصوصیات آنزیم فیتاز قارچ
انجام شد  بار توسط لاسن و همکارانش در 2000  اولین  برای 
)18(. آن ها اعلام کردند آنزیم فیتاز قارچ P. lycii مناسب برای 
پایین  به علت سطح  اما  تجاری است )18(،  استفاده در سطح 
القای آنزیم  تولید آنزیم و همچنین نیاز به شرایط خاص برای 
در این قارچ، تولید تجاری آنزیم فیتاز P. lycii در میزبان اولیه 
سال 2006  در  همکارانش  و  ژانگ  نمی‌باشد.  به صرفه  مقرون 
 Pichia pastoris را در میزبان بیانی P. lycii آنزیم فیتاز سویه
بیان کرده و توانستند به تولید بالای 12.2 گرم بر لیتر از آنزیم 
اما آن ها  P. pastoris، برسند )31(؛  نوترکیب در مخمر  فیتاز 
هیچ اقدامی برای خالص‌سازی آنزیم پس از تولید انجام ندادند.

 ،H. polymorpha مخمر  که  داد  نشان   1998 سال  در  مایر 
 13.5  g/L مقدار  به  را   A. niger فیتاز  آنزیم  تولید  توانایی 
با   .)21( می‌باشد  دارا  گلوکز،  کربن  منبع  با  بیانی  محیط  در 
از تحقیقات گذشته در مورد  به دست آمده  به داده‌های  توجه 
ویژگی‌های آنزیم فیتاز P. lycii )18 ، 31(، تولید بالا و نسبتا 
خالص آنزیم‌های نوترکیب در میزبآن های مخمری )21 ، 31( و 
همچنین توجه به این نکته که استفاده از برچسب هیستیدینی 
همچنین  و  خالص‌سازی  میزان  در  چشم‌گیری  افزایش  سبب 
روش‌های  سایر  به  نسبت  آنزیم‌ها  خالص‌سازی  مراحل  کاهش 
 P. آنزیم فیتاز  خالص‌سازی می‌شود )4، 19، 26 ، 27(؛ تولید 
می‌تواند  مخمری،  میزبان‌  در  هیستیدین  برچسب‌  حاوی   lycii

کمک شایانی به تولید ارزان قیمت و بالای آنزیم فیتاز خالص در 
ایران و جهان بنماید. در این تحقیق برای اولین بار، کلونینگ 
موفق سازه‌ی نوترکیب حاوی توالی ژن فیتاز P. lycii به همراه 
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روش  یک  عنوان  به  هیستیدین  آمینواسیدی  شش  برچسب 
ساده، کم هزینه و با کارایی بالا، برای خالص‌سازی و تولید بالای 

آنزیم فیتاز در میزبان مخمری، انجام شد.

تشکر و قدر دانی
تمام مراحل آزمایشگاهی این پژوهش در آزمایشگاه نانوبیوتکنولوژی 
دانشگاه شهید بهشتی تهران انجام شد، که بدین وسیله از زحمات 

و حمایت‌های مالی این آزمایشگاه سپاس گذاری می‌شود.
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