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Abstract 
Aim and Background: Protease enzymes with wide applications in various industries have occupied a major 

part of the global enzyme market. Different bacterial species produce these enzymes. In the meantime, the 

proteases that can be active in harsh conditions, such as high temperature and pH, have attracted the attention of 

researchers. This study aimed to identify protease-producing strains from sources in harsh environmental 

conditions, such as hot springs. 

Materials and Methods: In this study, after screening the bacteria isolated from the soil and water samples of 

hot springs, a strain of the genus Bacillus was identified based on 16S rDNA molecular analysis. After 

confirming the presence of the alkaline protease-producing subtilisin gene in this selected strain, this gene was 

isolated using the PCR technique and cloned into the pET28a expression vector. After confirming the 

correctness of cloning, the optimization of the production of this recombinant protein was investigated by IPTG 

induction.  
Results: The results of this study showed that the selected strain is most closely related to Bacillus pumilus and 

Bacillus safensis. After creating the expression vector, the recombinant protease exhibited the highest expression 

values at 37°C within four hours of induction with 1 mM IPTG. Recombinant protein expression was confirmed 

by the presence of a 33kDa band in Western blot analysis. 

Conclusion: The results of this study determined that the selected strain isolated from the hot springs sample has 

the potential to be used in various industries with the alkaline protease-producing gene. 
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 شده از جداسازی باسیلوس ۀآلکالین پروتئاز قلیایی از سوی ژن سازی و بیان همسانه

 البرز و تهران هایاستان گرم آب هایهای چشمهنمونه
 *3، علی هاتف سلمانیان2جعفر امانی، 1عباس اخوان سپهی، 1سکینه یحیایی

 ایران تهران، اسلامی، آزاد شمال، دانشگاه تهران واحد زیستی، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه .5

 )عج(، تهران، ایرانمرکز تحقیقات میکروبیولوژی کاربردی، انستیتو سیستم بیولوژی و سم شناسی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله  .2

  پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، پژوهشکده زیست فناوری کشاورزی، تهران، ایرانهای گیاهی، فراورده گروه زیست .3

 
 چکیده

ها را به خود ای از بازار جهانی آنزیمکاربردهای وسیع در صنایع گوناگون بخش عمده های پروتئاز باآنزیم: و هدف سابقه

پروتئازهایی که بتوانند در شرایط سخت میان،  دراین .کنندمی تولید ها راآنزیم این باکتری، مختلف هایگونهاند. اختصاص داده

د پروتئازها از های مولّسویه اند. این مطالعه با هدف شناساییِبالا فعال باشند، موردتوجه محققان قرار گرفته pHمانند دما و 

 های آب گرم انجام گرفته است. مانند چشمه ،سخت شرایط محیطیِمنابع موجود در 

های آب گرم، براساس های خاک و آب چشمههای جداشده از نمونهدر این مطالعه بعد از غربالگری باکتری :هامواد و روش

مولد پروتئاز قلیایی  سوبتیلیسین . پس از تأیید وجود ژنسویه از جنس باسیلوس شناسایی شد یک 16S rDNAآنالیز مولکولی 

سازی شد. بعد از تأیید همسانه pET28a ، این ژن جداسازی شده و در ناقل بیانیPCRدر این سویه منتخب، با کمک تکنیک 

 شد. بررسی IPTGسازی تولید این پروتئین نوترکیب با القای سازی، بهینهصحت همسانه

  سافنسیس باسیلوسو  پومیلوس باسیلوس با را قرابت فیلوژنتیکی منتخب بیشترین ۀسوی بررسی نشان دادنتایج این  :ها یافته

بعد از  ساعت 1طی  گراد وانتیسۀ درج 33 در دمای پروتئاز نوترکیب بیشترین مقادیر بیانبیانی،  دارد. بعد از ساخت ناقلِ

کیلودالتونی در آنالیز وسترن  33حضور باند  ۀواسط هتأیید بیان پروتئین نوترکیب ب .دست آمد مولار بهمیلی یک IPTGبا  یالقا

 بلات مشخص شد. 

بودن ژن  های آب گرم با داراچشمه ۀشده از نمون منتخب جداسازی ۀد که سوینمونتایج این مطالعه مشخص : گیرینتیجه

 ای برای کاربرد در صنایع مختلف دارد. هد پروتئاز قلیایی، پتانسیل بالقوّمولّ

16S rDNA.، سوبتیلیسین باسیلوس، پروتئین نوترکیب، آلکالین پروتئاز،: کلیدی گانواژ

 

  
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

پژوهشگاه ملی های گیاهی، فراورده گروه زیست نویسنده مسئول:

مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، پژوهشکده زیست فناوری کشاورزی، 

 تهران، ایران
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 مقدمه -1
ها هستند که کاربردهای گسترده پروتئازها گروهی از آنزیم

 06 حدودهای فیزیولوژیکی و تجاری داشته و در زمینه

های صنعتی را به خود آنزیم درصد از بازار جهانیِ

ها ازنظر اختصاصیت این آنزیم (.3-5) انداختصاص داده

و قلیایی تقسیم عملکرد به سه گروه اسیدی، خنثی 

شوند و در این بین پروتئازهای قلیایی ازنظر فیزیولوژی  می

 اند، زیرا تواناییِو تجاری توجه بیشتری را جلب کرده

دارند. پروتئازهای را بالا  pHعملکرد در شرایطی با دما و 

شدند. این ها اسنفاده میقلیایی در ابتدا در صنعت شوینده

 ها دارندکاتالیتیکی خاصی در هیدرولیز پروتئین مواد نقشِ

توانند از منابع گیاهی، جانوری و ها میآنزیم . این(1، 1)

 آیند. منابع گیاهی و جانوری قادر به رفعِدست  میکروبی به

ها نیستند. همچنین کنونی به این آنزیم میزان نیازمندیِ

ها در فضای کم و ها، کشت آنبه علت رشد سریع میکروب

هایی با برای تولید آنزیمها، آن ژنتیکیِ کاریِ امکان دست

پروتئازهای خواص جدید ارجحیت با منابع میکروبی است. 

تجاری به فروش  صورتِ ها که در بازار بهموجود در شوینده

 5های مختلف باسیلوسطور عمده توسط سویه رسند، بهمی

 . (0-1) شوندتولید می

تولیدشده  از میان انواع پروتئازها، پروتئازهای قلیاییِ

دلیل ثبات حرارتی و  به باسیلوسهای جنس توسط گونه

ای در از اهمیت ویژه ،های مختلف دارند pHپایداری که در

از درصد  88جهان  صنایع شوینده برخوردارند. امروزه در

ها مربوط به شوینده های موجود درآنزیم ۀفروش سالیان

باسیلوس  جمله از اسیلوسب ۀگون چندین .(3) پروتئازهاست

باسیلوس  ،3باسیلوس آمیلولیکوئیفاسینس ،2سوبتیلیس

یندهای ادر فر 1باسیلوس سرئوس و 1فورمیسلیکنی

بیوتکنولوژیکی برای تولید پروتئازها کاربرد وسیعی دارند. 

نام  در تولید آنزیم پروتئاز قلیایی به باسیلوس سوبتیلیس

 .  (8 و 8)این صنعت پیشرو است  در 0سوبتیلیسین

ها بسیار بالا بوده و تولید این آنزیم ۀحاضر هزین درحال

جو و با توجه به مصارف بالای پروتئازهای قلیایی، جست

آن،  داخلیِ جهت تولیدِ جدید در آنزیمیِ برای یافتن منابعِ

                                                           
1
 Bacillus 

2
 Bacillus Subtilis 

3
 Bacillus  Amyloliquefaciens 

4
 Bacillus Licheniformis 

5
 Bacillus Cereus 

6
 Subtilisin 

صرفه باشد به اقتصادی مقرون که از لحاظ تجاری و طوری به

صورت  برای تولید آلکالین پروتئازها به لازم است.

ها سازی و بیان آنهایی برای همسانهصرفه تلاش هب مقرون

 انجام شده است. 3های هترولوگدر سیستم

Suberu سازی و بیان یک سرین همسانه و همکاران

را  باسیلوس سوبتیلیسRD7 ۀ آلکالین پروتئاز از سوی

 13 نوترکیب وزن مولکولیِ اند که پروتئینِگزارش کرده

 است خوبی نشان داده دماییِ کیلودالتون داشته و پایداریِ

و همکاران برای  Aghaei Jeshvaghani ۀ. نتایج مطالع(8)

 ۀاز سوی yyxAسازی و بیان سرین پروتئاز همسانه

پروتئینی  توالیِکه نشان داده  فورمیسباسیلوس لیکنی

های دیگر انواع آمده شباهت زیادی را با توالی دست به

باسیلوس  و 8گوبینسیس باسیلوس باسیلوس از جمله

با بیان  Satyanarayanaو  Joshi. (56)دارد  سوبتیلیس

، 8باسیلوس لهنسیسهترولوگ ژن آلکالین پروتئاز باکتری 

کیلودالتون تخلیص  38نوترکیب با وزن مولکولی  پروتئینیِ

و دما فعالیت   pHای ازگسترده ۀاند که در دامنکرده

 . (55)است  توجهی از خود نشان داده قابل

Ageitos  و همکاران ژنEpr  فورمیس  باسیلوس لیکنیاز

سازی و فعال بیان کرده E. coliصورت نوترکیب در  هرا ب

. (52) اندپروتئازی را گزارش کرده صحیح آن برای واکنشِ

 از Singh و Bhattۀ شده در مطالع پروتئین نوترکیب بیان

 بالایی داشته و در دماییِ پایداریِ باسیلوس لهنسیس ۀسوی

 .   (53)است  قادر به فعالیت بوده pHای از گسترده طیف

دوست از هدف این مطالعه جداسازی باسیلوس قلیا  

های آب گرم و امکان تولید های خاک و آب چشمهنمونه

باشد.  جداشده می ۀسوی قلیایی از پروتئازِ سازیِآنزیم و خالص

های جداشده از این باکتری در همین راستا بعد از غربالگریِ

های متعلق به جنس باسیلوس شناسایی و وجود منابع، سویه

ها موردبررسی قرار گرفت. د پروتئاز قلیایی در آنژن مولّ

سازی و بیان مناسب، مراحل همسانه ۀسوی دنبال شناساییِ هب

انجام گرفته  قلیایی در میزبان هترولوگ د پروتئازِاین ژن مولّ

 سازی شد.  نوترکیب خالص و پروتئینِ

                                                           
7
 Heterologous Systems  

8
 Bacillus  Gobiensis 

9 Bacillus  Lehensis 
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 ها مواد و روش -2
 Merckهای آلی از شرکت المواد شیمیایی و حلّتمام 

(Darmstadt, Germany .تهیه شدند ) 

 هاآوری نمونهجمع -1-2

های مورداستفاده در این بررسی از چندین ناحیه با نمونه

pH ِگراد ازسانتی ۀدرج 33بالای  دماییِ قلیایی و شرایط 

فردآباد  ۀهای منطق)شهرری( و خاکعلی جمله چشمه

آوری شدند. پس از خشک نمودن کرج( جمع )اشتهارد

خاک( در  متر از سطحِسانتی 56 تا 1های خاک )نمونه

لیتر آب میلی 86با  رلناِگرم از نمونه در  5آزمایشگاه، 

 26رتکس شدید، مدت مقطر استریل مخلوط شد. بعد از وُ

بعد گراد حرارت داده شد. سانتی ۀدرج 86دقیقه در دمای 

مدت  rpm 56666ها )آب و خاک( در از سانتریفیوژ نمونه

میکرولیتر از محلول سوپرناتانت روی  566 دقیقه، 56

ها در انکوباتور کشت داده شدند و پلیت LB کشتمحیط

مدت  منظور کنترل دما و رطوبت به گراد بهسانتی ۀدرج 36

 داری شدند. روز نگهشبانه 2

های مولد پروتئاز گری باکتریجداسازی و غربال -2-2

 قلیایی 

های های باسیلوس با استفاده از ویژگیشناسایی باکتری

اولیه شامل  کشت غربالگریِ مورفولوژیک آن روی محیط

 5/6 گلوکز، درصد 2/6 5مخمر ۀ، عصاردرصد 2/6 پپتون

و درصد  MgSO4 661/6، درصد KH2PO4 662/6 ،درصد

استفاده از  های باسیلوس باانجام شد. باکتریدرصد  2 آگار

ها، قابل های مورفولوژیکی مشخص از سایر کلونیویژگی

 ۀهای تولیدکنندباکتری تمایز هستند. برای شناساییِ

 2های حاوی شیرخشکمحیط ها درپروتئاز، کشت آن

عنوان سوبسترا انجام شد. بدین  به 3بدون چربی یا کازئین

دست  غربالگری اولیه به ۀهایی که در مرحلمنظور، کلونی

 ثانویه شامل پپتون غربالگریِ کشتِ آمده بودند روی محیط

 1/6 کلرید ، سدیمدرصد 3/6 مخمر ۀ، عصاردرصد 1/6

و  درصد 5 شیرخشک بدون چربی ،درصد 5 کازئین ،درصد

شرایط استریل  ای تحتهای شیشهدر پلیتدرصد  2 آگار

های . تأیید شناسایی گونه(8) داده شدند کشت

                                                           
1 Yeast extract 
2 Skim milk 
3 Casein 

گرم و  آمیزیِاساس لام میکروسکوپی، رنگ بر بررسیمورد

  .(51) در سطح جنس انجام شد

 شده های غربالمولکولی باکتری شناساییِ -3-2

شده بر اساس تکثیر  های غربالباکتری مولکولیِ شناساییِ

به کمک  PCRبا روش  rDNA S50 ریبوزومیِ ۀناحی

 :آغازگرهای

8F (5΄-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3΄) و 
(5΄-GGTTACCTTGTTACGACTT-3΄)    1492R 

باز  جفت 5166 تقریبیِ ریبوزومی به طولِ ۀانجام و ناحی

میکرولیتر  21در حجم نهایی  PCRتکثیر شد. واکنش 

وبرگشت  میکرولیتر آغازگرهای رفت 1/6متشکل از 

(10pmol ،)1/6 آنزیم میکرولیترTaq DNA  پلیمراز 

(5U/μL ،)1/6 میکرولیتر dNTP (μmol266 ،)5 

( و 1X) میکرولیتر بافر MgCl2 (mM 1/5 ،)1/2 میکرولیتر

زیر انجام شد:  ۀژنومی با برنام DNAمیکرولیتر الگوی  3

دقیقه برای  1 مدت به گرادسانتیۀ درج 81دمای  -5

 ۀدرج 81چرخه شامل دمای  31-2اولیه،  واسرشتگیِ

انیه، ث 26گراد سانتیۀ درج 18ثانیه، دمای  56گراد سانتی

 ۀدرج 32دمای  -3ثانیه،  06گراد سانتی ۀدرج 32دمای 

 دقیقه برای تکثیر نهایی.  1 گرادسانتی

، 0، 1های شده، کلونی های انجامبر اساس نتایج آزمایش

. ندتوالی ارسال شد جهت تعیینِ PCRاز محصولات  8و  3

( با NCBIهای موجود در بانک ژن )توالی با داده نتایج تعیینِ

بررسی و مقایسه شد. درخت فیلوژنی  BLAST افزار کمک نرم

وجو های باسیلوس حاصل از جستتوالی سایر سویه ۀبا مقایس

و  Mega6 افزاربه کمک نرم Gene Bank در پایگاه اطلاعاتیِ

 .(51)ترسیم شد  neighbor-joiningبه روش 

 قلیایی پروتئاز دمولّ بررسی وجود ژن -4-2

 باسیلوس ۀخانواد هایباکتری در)سوبتیلیسین( 

با استفاده از  PCRواکنش  سوبتیلیسینمنظور تکثیر ژن  به

 جفت آغازگرهای اختصاصی

–Fسوبتیلیسین: 
(AGAGGCAAAAAAGTATGGATCAGTTTG) 

 و

–Rوبتیلیسینس: 

)CTGAGCTGCCGCCTGTACG( 

گراد برای هر  سانتی ۀدرج 18چرخه در دمای اتصال  31در 

 8و  3، 0، 1های روی کلونی Taq دو ژن با استفاده از آنزیم
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شده در  بیان مشابه با ترکیبِ PCRانجام شد. ترکیب واکنش 

 ۀنتیجاست. شده  های غربالباکتری مولکولیِ شناساییِبخش 

PCR  بررسی شد. درصد  5روی ژل آگارز 

 سازی ژن مولد پروتئاز قلیایی در حامل بیانی همسانه -1-2

 در آغازگر رفت  EcoRIهای های برشی آنزیمجایگاه

Yahya-F:  
)CGCGCAGTCCGTGCCTTAGAATTCATATAT)   
 و

HinDIII  در آغازگر برگشتYahya-R: 
(CTGAGCTGCCGCCTGTACGAAGCTTATATAT) 

تکثیر  تعبیه شد. pET28aسازی در ناقل منظور همسانه به

با استفاده از این آغازگرهای اختصاصی در  سوبتیلیسینژن 

 ۀدرج 18 چرخه و دمای اتصالِ 31متشکل از  PCRواکنش 

 منظورِ انجام شد. به Pfu گراد با استفاده از آنزیم سانتی

 سوبتیلیسین ژنی ۀو قطع pET28a ناقلِ سازیِ همسانه

 HinDIII)و  EcoRIدوتایی ) ، هضم آنزیمیPCRِحاصل از 

ژنی  ۀبرای ایجاد دو انتهای چسبناک متناظر در ناقل و قطع

آنزیمی،  های مناسب انجام گرفت. پس از هضمِ با آنزیم

 بر اساس دستورالعملِ pET28aو ناقل  سوبتیلیسین ۀقطع

سازی شد. سپس  کیت تخلیص از ژل خالص ۀشد ارائه

 2مدت  خورده، به هدف با ناقل برش ۀمنظور اتصال قطع به

گراد قرار داده شد.  سانتی ۀدرج 22ساعت در دمای 

های به سلول سوبتیلیسینpET28a-پلاسمید نوترکیب 

 .(50)منتقل گردید  5روش شوک حرارتی به BL21مستعد 

صحیح، ناقل نوترکیب واجد  سازیِ جهت اطمینان از همسانه

برش داده  HinDIIIو  EcoRIهای آنزیمبا  سوبتیلیسینژن 

 T7با استفاده از آغازگرهای  PCR کلونیِشدند. همچنین 

های رشد کرده انجام گرفت. در نهایت روی کلونی

 ۀنوترکیب برای مرحل ۀییدشده حاوی سازأت های کلونی

 بررسی مورداستفاده قرار گرفتند.   بعدیِ

 نوترکیب  پروتئینِ سازی بیانِبهینه -6-2

، آنالیز اولیه روی pET28a ژن در ناقلِ بررسی بیان منظور به

 هایی با تواناییِ چند کلونی انجام گرفت. در این شرایط کلونی

شوند. برای این منظور چهار  بیشتر انتخاب می تولید پروتئینِ

 کانامایسین μg/mL 16 مایع حاوی LBهای  کلونی در محیط

 ۀدرج 33با دمای  شیکردار ساعت در انکوباتور 50مدت  به

 کشت داده شدند.دور در دقیقه  516گراد و سرعت  سانتی

                                                           
1
  Heat shock 

 1به طور جداگانه  میکرولیتر از هر کشت به 16مقدار 

کانامایسین  μg/mL 16دارای  LB یدجد لیتر محیط میلی

پس از . شدند در انکوباتور شیکردار نگهداری مجدداًاضافه و 

 نانومتر به 066موج  در طول باکتری رشدِ کدورتِرسیدن 

IPTG ،3/6حدود 
در شرایط مولار  یک میلی با غلظت نهایی 2

گراد و  سانتی ۀدرج 33در دمای ه و اضافه شد ،استریل

نیز شاهد  ۀیک لول .دور در دقیقه گرمادهی شد 516سرعت 

طبق شرایط فوق تهیه گردید. در  IPTGبدون افزودن 

 یکمقدار  القا،پس از ساعت  21و  0، 1، 2های صفر،  زمان

مربوط به هر  موردآزمونهای  لولهلیتر از هرکدام از  میلی

 1/5 های لولهدرون  ،شاهد ۀهمچنین نمونو  کلونی

 gوژ در سرعتیلیتری ریخته شد و به کمک سانتریف میلی

های  سلول ها جمع شدند. دقیقه سلول 1مدت  به 3166×

پس از جوشانیدن مخلوط  3فر نمونهبا جمع شده مستقیماً با

-SDSناتوره )دِ آمید کریلآ پلی در ژل دقیقه 1مدت  به

PAGE )56  الکتروفورز شددرصد . 

 تخلیص پروتئین نوترکیب و برآورد غلظت  -7-2

ستون کروماتوگرافی  ۀیلوس به نوترکیب تخلیص پروتئینِ

شرکت  ۀشد  ارائهروش  طبق Ni-NTA ترکیبیمیل

باکتری لیتر  میلی 16روش نامحلول  درسازنده انجام گرفت. 

ژن  واجد pET28aپلاسمید که  BL21(DE3) 1لیاشریشیاکُ

، IPTGساعت پس از القا با  1نوترکیب را دریافت کرده بود، 

رسوب باکتری  شد.دقیقه سانتریفیوژ  56مدت   g×3166در 

مدت  به( حل و pH 1/3کننده )محلول لیزلیتر  یلیم 5در 

دقیقه روی شیکر افقی قرار داده شد. پس از  36

 Ni-NTAستون  رویی روی سانتریفیوژ، محلول شفافِ

 8/1)شو و بافر شست لیتر میلی 1 با ستون اضافه شد.

pH ،)لیتر میلی 2 ستون باشد. در آخر  شو داده  و شست 

 بافر استخراجمیکرولیتری  fraction 166در چهار 

(1/1pH ) در  آوری شد. شو داده و خروجی جمع و  شست

محلول لیتر  روش محلول، رسوب باکتری در یک میلی

گرم در  یلیمبا غلظت یک  1کننده حل شده و لیزوزیملیز

دقیقه بر  36مدت  لیتر به آن اضافه گردید. سپس به یلیم

قرار داده شد. پس از سانتریفیوژ، محلول روی شیکر افقی 

ستون  اضافه شد. Ni-NTAستون  رویبر  ،رویی شفافِ

                                                           
2 Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside 
3 Sample Buffer 
4 Escherichia coli 
5 Lysozyme 
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مولار میلی 36حاوی شو   و  بافر شست لیتر میلی 1 با

 2 ستون باسپس  شو داده شد. و شستایمیدازول 

بافر میکرولیتری  fraction 166در چهار  لیتر میلی

شو و شست ایمیدازولمولار  میلی 366حاوی  و استخراج

های  خروجیای از  نمونه آوری شد. داده و خروجی جمع

 الکتروفورز شد.درصد  SDS-PAGE 56ستون روی ژل 

 BL21(DE3) ۀدر سویپروتئین  بیان منظور تأیید به

 ۀدنبال درمقابلبادی  وسترن بلاتینگ با کمک آنتی

HRP هیستیدینی متصل به
5 (Anti His tag HRP-

conjugate .میزان پروتئین  ۀبرای محاسب( انجام شد

میکرولیتر از محلول پروتئینی با  16، میزانشده  استخراج

میکرولیتر رسانده شد و سپس  566آب مقطر به حجم 

وکاملاً  شده  اضافهبه آن  2لیتر معرف برادفورد یک میلی

دقیقه در دمای اتاق،  1گردد. بعد از گذشت  یممخلوط 

گردد و  یمگیری  نانومتر اندازه 181جذب نمونه در 

منحنی  اساسِبر μg/mLبرحسب  پروتئین غلظت

 شود.  یم تعیین استاندارد

 نتایج -3
 د پروتئاز قلیایی های مولّغربالگری باکتری -5-3

های عمدتاً پهن با های باسیلوس دارای کلونیباکتری

شناسایی از سایر  راحتی قابلِ بهضرس بوده و مُ ۀحاشی

های خاک و ترتیب، در بین نمونه ها هستند. بدینگونه

تعداد  ،اولیه شده روی محیط غربالگریِ داده آب کشت

 منظور  بهنمونه باسیلوس موردشناسایی قرار گرفت.  32

 هاکلونی گرمادوست، پروتئاز دمولّ باکتری غربالگریِ

شدند.  کشت آگار-چربیشیرخشک بدون  محیط روی

 موجود کازئین باشند، ویژگی این دارای که هاییباکتری

 در شفاف ایهاله و کرده تجزیه را کشت محیط در

شفاف اطراف  ۀقطر ناحی .کنندمی ایجاد خود اطراف

های بررسی شده با یکدیگر متفاوت بوده که سویه

 32از پروتئاز است.  آنزیم تولید نشانگر تفاوت در میزان

شفاف در  ۀکلونی هال 56کلونی موردبررسی، تعداد 

آمیزی الف(. در رنگ-5اطراف خود ایجاد کردند )شکل

( باسیلوس ۀای )خانوادمثبت میله  های گرمگرم، باکتری

–ید-ویوله کریستالکمپلکس  دلیل تشکیل به

ویوله را در خود  رنگ بنفش کریستال، ریبونوکلئات

                                                           
1
 Horseradishperoxidase 

2 Bradford 

های  و باکتری بنفش زیر میکروسکوپ و درحفظ کرده 

 ب(. -5)شکل شونددیده می قرمز منفیِگرم

 
های جداشده. الف( محیط   غربالگری باکتری –1 شکل

مثبت  آمیزی گرمآگار، ب( رنگ-شیرخشک بدون چربی

 باسیلوس. ۀخانواد

های باسیلوس غربال شناسایی مولکولی سویه -2-3

 شده

که نشان داد  درصد 5روی ژل آگارز  PCRآنالیز محصول 

بازی هستند جفت 5166حدود ها دارای باند ر سویهبیشت

 ۀبا آغازگرهای ناحی PCRاساس نتایج تست (. بر2)شکل 

جهت تعیین توالی  8و  3، 0، 1های (، کلونی16Sریبوزومی )

نشان  BLASTنتایج حاصل از آنالیز  ارسال گردید. بررسیِ

و  3مربوط به جنس پروتئوس 8و  0، 1 هایکلونیکه داد 

د نموتعیین توالی مشخص  ۀباشند. نتیجمی 1میرابیلیس ۀگون

 هایاز جنس باسیلوس و عمدتاً گونه 3 ۀشمار تنها کلونیِکه 

است.  0پومیلوس و باسیلوس 1سافنسیس باسیلوس

 neighbor-joiningفیلوژنتیکی با استفاده از روش  یاه همطالع

افزار با نرم Maximum Like lihoodتصحیح  و فاکتور

MEGA 6 افزار و هم با همین نرم 3ردیفی انجام شد. انجام هم

 166روی  Bootstrapانجام شد. مقدار  Clustal W ۀگزین

یابی توالی که براساس نتایجِ 3 ۀشمار کلونیِتکرار تنظیم شد. 

از جنس باسیلوس تشخیص داده شده بود، برای  BLASTو 

نتایج آنالیز رسم درخت فیلوژنتیک مورداستفاده قرار گرفت. 

که از خاک  3 ۀکلونی شمارکه درخت فیلوژنتیکی نشان داد 

برداری  اشتهارد کرج نمونه ۀمنطق های قلیاییِاطراف چشمه

پومیلوس با ارزش  شده بود، بیشترین قرابت را با باسیلوس

سافنسیس با  باسیلوس دوم با ۀو در درج 18 8استراپ وتب

                                                           
3
 Proteus 

4 mirablis 
5Bacillus safensis 
6 Bacillus pumilus 
7 alignment 
8 Bootstrap 
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 های منتخب، چاهک: کلونی10-1های . چاهک rDNA16Sآغازگرهای  با شدهغربال هایباکتری ریبوزومیِ ناحیۀ تکثیر –2 شکل  

M :1نشانگرkb. 

 
 فاکتور و joining-neighbor روش از استفاده با rDNA S16 یآغازگرها با یابییتوال اساس بر یکیلوژنتفی درخت رسم –3شکل

 با لوسیپوم لوسیباس با را قرابت نیشتریب ،7 ۀشمار یِکلون شد. انجام MEGA 6 افزارنرم و Likelihood Maximum حیتصح

 لوسیباس با را قرابت نیکمتر و 41 استراپبوت ارزش با سسافنسی لوسیباس با دوم ۀدرج در و 48 استراپبوت ارزش

 دارد. سیژانگژوانس

را با قرابت کمترین همچنین دارد.  15استراپ  ارزش بوت

 (.3دارد )شکل 5ژانگژوانسیس باسیلوس
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 Bacillus zhangzhouensis 
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مولد پروتئاز قلیایی ژن بررسی وجود  -3-3

 باسیلوسهای خانواده در باکتری سوبتیلیسین

با آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای  PCR ۀنتیج

 که 3 ۀشمار کلونیِتنها که مشخص کرد  سوبتیلیسینژن 

تعیین شده بود،  باسیلوس از جنس قبلی آنالیزهای در

 باشد.باز( می جفت 5516) سوبتیلیسینباند ژنی  واجد

بودند، فاقد باند  پروتئوسها که از جنس کلونی سایر

 (. 1)شکل موردنظر هستند

: 2: کنترل منفی، چاهک 1چاهک  Taq. با استفاده از آنزیم سوبتیلیسینبازی مربوط به ژن جفت 1110 تکثیر باند حدود -4شکل

باند  .1kbنشانگر :  M، چاهک8 ۀشمار : کلونی1ِ، چاهک 7 ۀشمار : کلونی4ِ، چاهک 6 ۀشمار : کلونی3ِ، چاهک 1 ۀشمار کلونیِ

.شودمشاهده می 7 ۀشمار موردنظر تنها در کلونیِ

 سازی بیان پروتئین نوترکیب در حامل بیانی بهینه -4-3

 -pET28aهای حاوی ناقل نوترکیب بعد از تایید کلونی

و هضم آنزیمی، بیان پروتئین  PCRبا کلونی  سوبتیلیسین

در  IPTGهای مختلف پس از القا توسط نوترکیب در زمان

بررسی شد.  SDS-PAGE درصد 52ها روی ژل آن

ای دارای اندازه pET28aدر ناقل سوبتیلیسین پروتئین 

 (. 1باشد )شکل کیلودالتون می 33حدود 

 

 

 

 
ترتیب  : به4الی  2چاهک . قبل از القا ۀ: نمون1. چاهک درصد PAGE-SDS 12روی ژل  nسوبتیلیسین ینپروتئیز بیان آنال -1شکل 

 4، پس از 3تا  1های  ترتیب کلونی : به7الی  1ساعت پس از القا، چاهک  2مولار  میلی IPTG 1پس از القا با  3تا  1 ۀهای شمار کلونی

 .: نشانگر پروتئینیM، پس از یک شبانه روز از القا. چاهک 1کلونی  :8ساعت القا. چاهک 
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 تخلیص پروتئین نوترکیب و تعیین غلظت آن  -1-3

ستون کروماتوگرافی  ۀیلوس به نوترکیبتخلیص پروتئین 

)براساس تغییر  در شرایط محلول Ni-NTA میل ترکیبیِ

( انجام pHغلظت ایمیدازول( و نامحلول )براساس تغییر 

در شکل مشخص است در  طورکه (. همان0 )شکل گرفت

باند پروتئینی شدت  ،در روش محلولستون  خروجیِ

 بیشتری نسبت به روش نامحلول دارد.  

 
 PAGE-SDS( روی ژل Native( و ب( محلول )Denature) در شرایط الف( نامحلول سوبتیلیسین  آنالیز تخلیص پروتئینِ -6شکل 

ها، Elution: 7الی  3، چاهک washingبا بافرهای  وشو شست: 2پروتئین، چاهک  ستون پس از بارگذاریِ : خروجی1ِ. چاهک درصد 12

 .نشانگر پروتئین :Mچاهک 

پس از تخمین به روش  سوبتیلیسین غلظت پروتئینِ

خروجی  یبرادفورد در شرایط محلول و نامحلول در اجزا

ترتیب در فاز محلول و نامحلول  آوری شده از ستون بهجمع

د. همچنین وجود باش یممیکروگرم  212و  332ترتیب  به

 ۀییدکنندأکیلودالتونی در روش وسترن بلاتینگ ت 33باند 

 (. 3)شکل  ین نوترکیب استبیان و تخلیص موفق پروتئ

 

 
ضدهیستیدین.  بادیِ یآنتبا  با استفاده از وسترن بلاتینگ سوبتیلیسین ۀشد های نوترکیب تخلیصیید پروتئینأآنالیز و ت  -7شکل

.سوبتیلیسین ۀشد پروتئین تخلیص ۀ: نمون3کنترل منفی، چاهک  : 2، چاهک : کنترل مثبت1نشانگر پروتئین چاهک   -Mچاهک 
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 بحث -4
های ها هستند که نقشگروه مهمی از آنزیم ،پروتئازها

جانداران دارند.  فیزیولوژیکی زیادی در رشد و تمایز سلولیِ

ها با کاربردهای وسیعی در صنایع مختلف از جمله این آنزیم

مهمی در بازار تجاری  غذا، دارو و مواد شوینده، جایگاه

. طیف (58 ،8 ،1)اند خود اختصاص داده ها را به آنزیم

ها قادر به تولید پروتئازها ای از میکروارگانیسمگسترده

های پروتئاز در دسترس از ای از آنزیمهستند، اما نسبت عمده

دلیل که پروتئاز  این اند، بهدست آمده ه های باسیلوس بسویه

توجه و پروتئولیتیکی قابل ها دارای فعالیتِتولیدی توسط آن

. (26 و 58، 8)باشد بالا می pHپایداری در شرایط دمایی و 

 جدیدِ منابع میکروبیِ اما همچنان نیاز به شناساییِ

های این پروتئازها در مقادیر بالا و دارای ویژگی ۀتولیدکنند

 ۀها پنج دستتوجه در صنعت وجود دارد. در باکتریجالب

موجود در  کاتالیتیکی پروتئازها براساس گروه عملکردیِ

اونین، سیستئین، سرین، تره اند:جایگاه فعال شناسایی شده

پروتئازهای مورداستفاده در  آسپارتیک و متالوپروتئازها.

های عملکردی خود به گروه pH ۀصنعت اغلب برطبق دامن

 ،شوند که از این بینبندی میاسیدی، قلیایی و خنثی تقسیم

 .               (23 و 22)آلکالین پروتئازها سهم عمده را دارا هستند 

های خاک و آب کشت در بین نمونهحاضر  ۀدر مطالع

باسیلوس  ۀنمون 32 ،اولیه شده روی محیط غربالگریِ داده

هایی که در کلونیبعد  ۀموردشناسایی قرار گرفت. در مرحل

روی  ،دست آمده بودند غربالگری اولیه به ۀمرحل

های باکتریثانویه کشت شدند تا  کشت غربالگریِ محیط

موجود در  کازئینِ ۀتجزی ۀواسط هپروتئاز ب ۀتولیدکنند

خود،  ای شفاف در اطرافِکشت و ایجاد هاله محیط

کلونی  56 کلونی موردبررسی، تعداد 32از شناسایی شوند. 

  .شفاف در اطراف خود ایجاد کردند ۀهال

در  16S rDNAریبوزومی  ۀناحی مولکولیِ شناساییِ

 از آغازگرهای عمومی استفاده شده با های غربالاین باکتری

16S ِو آزمایش PCR  انجام گرفت و تکثیر باند حدود

ها تأیید بازی روی ژل آگارز در تمام این سویه جفت 5166

های موجود در توالی با داده تعیینِ نتایجِ شد. بعد از بررسیِ

از  3 ۀشمار تنها کلونیِکه ( مشخص شد NCBIبانک ژن )

پومیلوس و  سافنسیس هایو عمدتاً گونه باسیلوسجنس 

که است. نتایج آنالیز درخت فیلوژنتیکی نیز نشان داد 

های قلیایی چشمه اطرافِ که از خاکِ 3 ۀشمار کلونیِ

برداری شده بود، بیشترین اشتهارد کرج نمونه ۀمنطق

دارد. سافنسیس باسیلوسو  پومیلوس باسیلوس قرابت را با

آنالیزهای قبلی مشخص  که دراست  3 ۀشمار تنها کلونیِ

باسیلوس است، واجد باند ژنی  آن شده که جنس

ها باشد. سایر کلونیجفت باز( می 5516) سوبتیلیسین

باشند. بنابراین این کلونی برای فاقد باند موردنظر می

بیانی  آن در ناقلِ سازیِو همسانه سوبتیلیسینتکثیر ژن 

با  PCR توسط کلونیِآمده  دست به نتایجکار گرفته شد.  هب

 bp5516 حاکی از حضور باند حدود  T7 آغازگرهای

در درصد  5روی ژل آگارز سوبتیلیسین مربوط به ژن 

نوترکیب -pET28a سوبتیلیسینهای حاوی ناقل کلونی

و  EcoRIهای است. همچنین هضم دوتایی با آنزیم

HinDIIIسازی را نشـان داد. دما  . صـحت مراحل همـسانه

نقش مهمی در تولید آنزیم توسط میکروارگانیسم نیز 

 درون بیوشیمیاییِ هایبر واکنش دارند چرا که با تأثیر

بر میزان  آنزیم تولید سرکوب یا تحریک نتیجه سلول و در

 بیان پروتئینِ. (21 و 21)گذارد می اثر پروتئین سنتز

 33 و 36 ،21، 22، 50دماهای مختلف ) در نوترکیب

یک دهم، نیم و ) IPTG های( و غلظتگرادانتیسۀ درج

 های بیانیمولار( موردسنجش قرار گرفت و نمونهیک میلی

آوری جمع IPTGاعت پس از القای س 21و  1 ،2در زمان 

ۀ درج 33 گردید. بیشترین میزان بیان پروتئین در دمای

با غلظت یک  IPTGاعت پس از القای س 1و  گرادانتیس

 ۀ. در این راستا، در مطالعگردید مولار مشاهدهمیلی

Jeshvaghani،Hoseini ، Bhatt  همکاران شرایط بهینه و

 ۀشد با شرایط گزارشرا نوترکیب  برای بیان پروتئینِ

 Jeshvaghani. (20 و 51)خوانی دارد  اخیر هم ۀمطالع

سازی و  جداسازی، همسانه ۀای در زمینمطالعه  Hoseiniو

-لیکنیباسیلوس ۀسویاز  yyxAژن سرین پروتئاز  بیان

 درستیِداشتند.  لیاشریشیاکُ در باکتری فورمیس

یابی تأیید شد. تولید پروتئین  توالی ۀوسیل سازی به همسانه

 پلاسمید حاویِ به میزبانِ  IPTGنوترکیب با القاء

yyxA-pET28a تولید  سازیِ با موفقیت انجام شد. بهینه

موردبررسی قرار گرفت. بیشترین نیز پروتئین نوترکیب 

 1و طی زمان  گراد انتیس ۀدرج 33مقادیر بیان در دمای 

راستا  که هم دست آمد  مولار به یلیم IPTG  5ساعت و با

های  نتایج حاصل از بررسیبا نتایج تحقیق حاضر است. 

شباهت زیادی را با ، پروتئینی توالیِ و فیلوژنتیکی

، سوبتیلیس باسیلوس ها از قبیل های سایر باسیلوس توالی
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23گوبینسیس باسیلوس
 شان دادندن پومیلوس باسیلوس و 

(20).  Hosseini و Hesaree های باسیلوس جداسازی گونه

های آب گرم مولد آنزیم پروتئاز از چشمه ،گرمادوست

و قابلیت تولید آنزیم پروتئاز در این را بررسی ت لامح

باکتریایی توسط  ۀگون 8نمودند.  ارزیابیرا ها گونه

د آنزیم های برتر مولّعنوان گونههای بیوشیمیایی به تست

ژن  در بررسی بیان طبق نتایج،پروتئاز جداسازی شدند. 

باکتریایی  ۀگون 16S rRNA ، 3یابی ژن پروتئاز و توالی

 .(23) های باسیلوس نشان دادندگونه بیشترین قرابت را با

 از Singh و Bhatt ۀشده در مطالع پروتئین نوترکیب بیان

 بالایی داشته و در دماییِایداری پ لهنسیس باسیلوس ۀسوی

. (51)است قادر به فعالیت بوده  pHای از گسترده طیف

Ageitos  و همکاران ژنEpr  ازB. licheniformis  را

سازی و فعال بیان کرده لیاشریشیاکُصورت نوترکیب در  هب

. (51)اند صحیح آن برای واکنش پروتئازی را گزارش کرده

 زمان انکوباسیون باعث کاهش تولید آنزیم افزایش مدت

های غذایی، تجمع مرتبط با محدودیت احتمالاً شده که

. برچسب (28)مواد مهارکننده و تغییر ساختار آنزیم است 

هیستیدین دارای چند خصوصیت مطلوب از جمله -0

ندرت با عملکرد و ساختار پروتئین  کوچک که به ۀانداز

زایی بوده که ت و ایمنیکند، سطوح پایین سمیّتداخل می

شود در شرایط تخلیص محلول و نامحلول استفاده می

پروتئازهای حاصل از  طور کلی وزن مولکولیِ ه. ب(28)

 35تا  21 ۀهای مختلف باسیلوس در محدودگونه

پروتئین  ۀ. انداز(36 ,23)است کیلودالتون گزارش شده 

کیلودالتون بود  33کنونی حدود  شده در بررسیِ تخلیص

 ۀشده در مطالع ای مشابه پروتئاز تخلیصکه اندازه

Manavalan باشد. میManavalan پروتئاز و همکاران یک 

 ۀسوی فرد از منحصربه و حرارت برابر در مقاوم قلیاییِ

دریا  آب منبع از 28مگاتریم باسیلوسTK1- پروتئولیتیک

و شناسایی  داسازیج چرم را و شوینده صنعت برای

 نسبیِ مولکولیِ وزنِ جداشده نمودند. طبق نتایج، پروتئاز

 حداکثر و pH  8در آنزیم ۀبهین کیلودالتون، عملکرد 33

  .(23) داد نشان را گراد سانتی ۀدرج 36در عملکرد

در چندین مطالعه روی بیان آلکالین پروتئازهای 

شده در  پروتئین نوترکیب تخلیصپومیلوس  باسیلوس

کیلودالتون وزن داشته است  38تا  31 ۀانداز ۀمحدود

                                                           
27 Bacillus gobiensis 
28 Bacillus megaterium  

شده توسط  . بنابراین وزن مولکولی پروتئاز بیان(51، 53)

پروتئازهای  ۀاین مطالعه در محدود انتخابیِ ۀسوی

و همکاران  Suberu شده است. باسیلوس گزارش

 ۀسازی و بیان یک سرین آلکالین پروتئاز از سوی همسانه

اند که پروتئین را گزارش کردهRD7 سوبتیلیس  باسیلوس

 کیلودالتون داشته و پایداریِ 13 مولکولیِ نوترکیب وزنِ

و  Joshi. (56)است  خوبی نشان داده دماییِ

Satyanarayana  با بیان هترولوگ ژن آلکالین پروتئاز

پروتئینی نوترکیب با وزن  لهنسیس، باسیلوس باکتری

 ۀکیلودالتون تخلیص کردند که در دامن 38مولکولی 

توجهی از خود نشان  و دما فعالیت قابل  pHای از گسترده

 . (53)است  داده

 ۀبلات تأییدکنند کیلودالتونی در وسترن 33وجود باند 

 غلظت پروتئینِنوترکیب است.  قلیاییِ وتئازِبیان آلکالین پر

 یدر شرایط محلول و نامحلول در اجزا سوبتیلیسین

آوری شده از ستون با روش برادفورد جمع خروجیِ

میکروگرم برآورد شد. این پروتئین  212و  332ترتیب  به

های پروتئازی آنالیز تواند از نظر ویژگیشده می تخلیص

مختلف روی میزان فعالیت و شود و با بررسی عوامل 

ه برای کاربرد آن در عنوان کاندیدی بالقوّ آن به پایداریِ

 ها مورداستفاده قرار گیرد. صنایع مختلف از جمله شوینده

 گیرینتیجه -1
ها هستند که با داشتن پروتئازهای قلیایی گروه مهمی از آنزیم

بالا،  pHهای خاص مانند مقاومت در برابر دما و ویژگی

های آلی کاربردهای الها و حلّمقاومت در برابر سورفکتانت

اساس نیاز به شناسایی  مختلف دارند. براین وسیعی در صنایعِ

ها وجود دارد. د این آنزیمهای جدید مولّو جداسازی سویه

-ای از جنس باسیلوس را از نمونهکنونی توانسته سویه ۀمطالع

گرم شناسایی و جداسازی  های آبهای آب و خاک چشمه

سازی و بیان آلکالین پروتئاز کند. مراحل همسانه

جدید در میزبان بیانی انجام شد و  ۀشده از این سوی جداسازی

سازی شد. با بررسی بیشتر فعالیت و پروتئین نوترکیب خالص

آن را در صنایع  ۀتوان پتانسیل بالقوّ پایداری این پروتئین می

شوینده و دارویی مدنظر قرار داد. ویژه مواد  همختلف ب

توان میزان تولید این کردن شرایط می همچنین با بهینه

 آن را نیز بهبود بخشید. آنزیم و پایداریِ
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 یملاحظات اخلاق -6

 ندارد.

 یتشکر و قدردان -7
اسلامی  آزاد دانشگاه میکروبیولوژیِ گروهاز نویسندگان 

 د.نماین قدردانی میشمال  تهران واحد

 تعارض منافع -8
 ندارد.

 سندگانیسهم نو -9
 مشارکت مطالعه پردازی ایده و طرح در نویسندگان ۀهم

 ها آن تحلیل و ها داده آوری جمع مطالب،ۀ تهی. داشتند

 هاتف علی هی،سپ اخوان عباس یحیایی، سکینه توسط

 ۀنسخ ۀاولی نویسِ پیش. شد انجام امانی جعفر و سلمانیان

 نویسندگان ۀهم و شد نوشته یحیایی سکینه توسط خطی

 خطی ۀنسخ نموده و نیز اظهارنظر خطی ۀنسخ مورد در

 .دندنمو تأیید و خواندند را نهایی

 قکد اخلا -10
 ندارد.
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