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 Introduction: Protein hydrolysis of aquatic wastes is an appropriate and economic strategy 

to obtain valuable products. In recent years, with researchers turning their attention to the 

use of green and safe technology in the hydrolysis of proteins obtained from aquatic wastes 

and choosing a suitable alternative for chemicals, protease enzymes have been introduced to 

this industry.  

Materials & Methods: In the present study, in order to produce a recombinant enzyme, 

after transferring the synthesized gene of serine protease into the vector PET28a, the 

structure created in the host E. coli BL21(DE3) was transferred, and the accuracy of the 

transfer was checked by performing colony-PCR. Then, the expression of the recombinant 

enzyme was performed with a concentration of 1 mM IPTG at a temperature of 28°C for 8 

hours.  

Results: The result of protein secretion on SDSPAGE was determined by the appearance of 

a band with an approximate size of 31 kDa.  

Conclusion: Considering the successful production of serine protease from the bacterium 

Virgobacillus natechei with the help of artificial synthesis of the gene encoding this enzyme, 

we could hope that this recombinant enzyme would be a suitable option for use in various 

industries including fishing industry. This would happen if the activity and biochemical 

characteristics of the purified enzyme are suitable and additional studies confirm the 

possibility of optimal production at a high amount. 
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 براساس سنتز مصنوعی ژن Virgibacillus natecheiبیان ژن سرین پروتئاز از باکتری 
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 چکیده   کلمات کلیدی 
 سنتز ژن

 پروتئاز نوترکیب
Colony PCR 

PET28a 

E. coli BL21(DE3) 
 

هاي اخیر، باشد. در سال ارزش می هیدرولیز پروتئین ضایعات آبزیان یک استراتژي مناسب و اقتصادي جهت دستیابی به محصولات با  مقدمه:  

پروتئین هیدرولیز  در  ایمن  و  سبز  فناوري  از  استفاده  به  محققان  توجه  معطوف شدن  انتخاب جایگزین  با  و  آبزیان  از ضایعات  هاي حاصل 

 .  اند هاي پروتئازي به این صنعت معرفی شده مناسب براي مواد شیمیایی، آنزیم

، سازه  PET28aوکتور  منظور تولید آنزیم نوترکیب بعد از انتقال ژن سنتز شده سرین پروتئاز به درون    در مطالعه حاضر به   ها: مواد و روش 

مورد بررسی قرار گرفت. سپس بیان   Colony PCRم  انتقال با انجا  درستییافت و    نتقالا  E. coli   BL21(DE3)درون میزبان  ایجاد شده به

 ساعت انجام شد.   8مدت زمان  گراد در درجه سانتی 28در شرایط دمایی  IPTGمولار   میلییک آنزیم نوترکیب با غلظت 

  کیلودالتون مشخص شد. 31با نمایان شدن باندي با اندازه تقریبی  SDSPAGEروي  نتیجه ترشح پروتئین بر  نتایج: 

به کمک سنتز مصنوعی ژن کد کننده    Virgobacillus natecheiبا توجه به موفق بودن تولید سرین پروتئاز از باکتري    گیري: بحث و نتیجه 

مقدار بالایی را   آنزیم تخلیص شده مناسب باشد و مطالعات تکمیلی امکان تولید بهینه و  هاي بیوشیمیاییو ویژگی  چه فعالیت چنان  ،این آنزیم

 صنایع شیلاتی باشد.مختلف از جمله گزینه مناسبی براي استفاده در صنایع  نوترکیب توان امیدوار بود که این آنزیم می ، دنتایید نمای
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 قدمه م
محدودیت منابع پروتئینی خشکی،  با توجه به رشد جمعیت و           

با روند افزایشی  هاي اخیر  هاي دریایی در سالتقاضا براي غذامیزان  

است. بوده  از دریا صید می  همراه  به  هر ساله محصولاتی که  شوند 

میفرآورده عملآوري  مختلفی  ماهی  هاي  فرآوري  در صنعت  شوند. 

باله،    60حدود   فلس،  پوست،  سر،  مانند  جانبی  محصولات  درصد 

درصد از آن    40گردد و تنها حدود  اسکلت، امعا و احشاء، تولید می

. مشکلاتی که امروزه  (1)  باشدبراي مصارف انسانی قابل استفاده می

و   ضایعات  این  نامناسب  مدیریت  است،  روبرو  آن  با  آبزیان  صنعت 

  .(2) باشدمحیطی توام با آن می  اقتصادي و مشکلات زیست  هايضرر

حاوي مقدار قابل توجهی    شیلاتی،  صنایع   ضایعات  در معناي واقعی این

گیرند   مورد استفاده قرار  مطلوب  روشاز پروتئین هستند که اگر به  

تولید   دیگر  سوي  از  و  محیطی  زیست  آلودگی  کاهش  سو  یک  از 

به را  ارزش،  کم  خام  مواد  از  بالا  افزوده  ارزش  با  دنبال    محصولاتی 

هاي اخیر مطالعات زیادي در زمینه  در سال (. 3،  2)  خواهند داشت

پپتید بهتولید  دریایی،  منابع  از  هیدرولیز شده  پروتئینی  دلیل   هاي 

قابل توجه آن پپتیدپتانسیل  این  است.  بهها صورت گرفته  دلیل    ها 

آمینه، قابلیت هضم بالا، جذب سریع   هايتعادل بالایی از اسید داشتن

  اکسیدانی  خاصیت آنتی ازجمله عملکردي هايبرخی ویژگی چنین هم و

جیره غذایی آبزیان از ارزش بالایی    ضدمیکروبی براي استفاده درو  

 عنوان مکمل  ها بهاستفاده از این پروتئین  .(5،  4)  باشندبرخوردار می

در تغذیه آبزیان، اثرات سودمندي از جمله بهبود رشد و بازماندگی،  

بیش  عملکرد   استفاده  خوراک،  از  برابر  تر  در  مقاومت  و  ایمنی  هاي 

بهبیماري است  ها  داشته  از    . (6)  همراه  پروتئین  هیدرولیز  بنابراین 

ضایعات آبزیان یک استراتژي مناسب و اقتصادي جهت دستیابی به 

با می محصولاتی  سالارزش  در  شدن  باشد.  معطوف  با  اخیر،  هاي 

هیدرولیز   در  ایمن  و  سبز  فناوري  از  استفاده  به  محققان  توجه 

مناسب  پروتئین جایگزین  انتخاب  و  آبزیان  ضایعات  از  حاصل  هاي 

به شیمیایی  مواد  پرخطر  براي  و  بالا  هزینه  آن  دلیل  براي  بودن  ها 

 ،7)  اند  هاي پروتئازي به این صنعت معرفی شده  محیط زیست، آنزیم

کننده  هاي هیدرولایزهاي صنعتی، آنزیمدرصد از آنزیم  75  تقریباً(.  8

هاي صنعتی  آنزیم  بزرگ  سه گروه عنوان یکی از  ها بهکه پروتئاز  هستند

ها در سراسر جهان را به خود  درصد از کل تجارت آنزیم  60حدود  

ها از طریق اضافه کردن مولکول آب  . این آنزیم(9اند )  اختصاص داده 

ي بین دو اسید آمینه در یک زنجیره پلی پپتیدي را  هاي پپتید پیوند

می از پروتئاز  (.9)  کنندهیدرولیز  تمام    ها  براي  فیزیولوژیکی  لحاظ 

گیاهی،   مختلف  منابع  در  بنابراین،  هستند  ضروري  زنده  موجودات 

تحقیقات انجام شده    شوند. طبقمی   ها یافتجانوري و میکروارگانیسم

 دلیل تولید محصول بالا،   ها بهترین سهم از بازار تجاري پروتئاز  بیش

کم زمان  کم  صرف  فضاي  به  نیاز  و    تر،  ژنتیکی  عالی  دستکاري  تر، 

  هایی با منشاٌ باکتریایی است مقرون به صرفه بودن مربوط به پروتئاز

  هاي استخراج شده از طبق تحقیقات انجام شده، پروتئاز (.11 ،10)

هاي زمینی خود پایداري  مقایسه با هومولوگ دریایی در  هايمیکروب

یون بالا،  حرارت  درجه  برابر  در  توجهی  حلالقابل  فلزي،  هاي  هاي 

و   دهندها نشان میها، مواد شوینده و اکسیدکنندهآلی، سورفاکتانت

ي  که به منبع ارزشمند شده ها باعثفرد آن ههاي منحصر باین ویژگی

،  12)  هاي مهم و پرکاربرد در صنعت تبدیل شوندبراي تولید آنزیم

پروتئازفراوان  سرین  پروتئاز(.  13 از  گروه  درترین  که  است     pHها 

مانده سرینی    ها شامل یک باقیفعال در آن  و جایگاهفعال بوده   قلیایی

فرآیند هیدرولیز ضروري می براي  )است که  امروزه    (.15،  14باشد 

جدا و به همراه   از میزبان طبیعیرا  میتوان ژن کدکننده هر پروتئین  

 یک حامل مناسب به یک میزبان مناسب وارد نمود تا پروتئین در

هاي اخیر، تقاضا براي سنتز  سال  . در(7)  موجود بیگانه تولید شود یک

ژن وبه مصنوعی  بیان  ساختار،  مطالعۀ  به منظور  ژن  طور    عملکرد 

مصنوعی ژن، به محققان   واقع سنتز افزایش یافته است. در چشمگیري

مورد نظر زمانی که الگوي آن   DNA توالی اجازه دسترسی آسان به

با را طبیعی  DNAسازي توالی به آسانی در دسترس نیست، یا بهینه 

دلیل    به(.  17،  16)  دهدیابی به حداکثر پتانسیل بیان میهدف دست

در زمینه    هاییپژوهش  تاکنون  مختلف  پروتئاز در صنایع   گسترده  کاربرد

هاي  ها با منشا میکروبی متفاوت و در میزبانکلون و بیان این آنزیم

ژن پروتئاز نوترکیب    ،و همکاران  Gulmes  مختلف انجام شده است.

را  subtilis (PTCC, Iran)   Bacillusشناسایی شده از باکتري  پروتئاز

از   ها سنتز نموده و بعدبه منظور بررسی پتانسیل استفاده در شوینده

میزبان در  از ستون    E.coli BL21 (DE3)  کلون  استفاده  با  و  بیان 

انجام شد تمایلی تخلیص  ب(18)  کروماتوگرافی  نتایج  دست    ه. طبق 

هاي گوناگون، توانایی این آنزیم نوترکیب براي استفاده  آمده از آنالیز

از   ،Natarajanو    Masilamaniها ثابت شد.  فرمولاسیون شوینده  در

  را بر   Marinobacter aquaeolei MS2-1رسوبات اعماق دریا باکتري  

شناسایی کردند و سپس ژن جدید   srRNA 16یابی ژن   اساس توالی

  E. coliدر باکتري  pET28a   قلیایی را با وکتور پروتئاز سرین مربوط به

که سرین پروتئاز    داد  ها نشاندست آمده از آنالیز  هبیان کردند. نتایج ب

چنین به    تواند در صنایع شوینده و همقلیایی جدید تولید شده می

.  ( 19) پزشکی استفاده شود  هاي زیستماده ضدانعقاد درکاربرد  عنوان 

Raval  هاي ساختاري یک ژن کدکننده منظور بررسی  به  ،و همکاران

از باکتري سازگار با شرایط قلیایی و  نمک   مربوط به سرین پروتئاز 

کلون   TAدر وکتور را ابتدا ژن مورد نظر  دریا در  متعلق به آب دوست

ساب کلونینگ شد. نتایج حاصل    pUC  19 کردند و در وکتور بیانی
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کیلو دالتون نشان    38افزایش بیان پروتئین با وزن مولکولی تقریباً  

جاکه پروتئاز تولید شده از منابع طبیعی براي تجاري   از آن  .(20)  داد

چنین با توجه به    باشد و همسازي و تولید انبوه مقرون به صرفه نمی

سرین پروتئاز،    کدکننده  جداسازي ژن   نبودن باکتري جهت  دردسترس 

باکتري   از  آنزیم پروتئاز  از این پژوهش سنتز ژن تولیدکننده  هدف 

سویه   E. coliباکتري بیان آن در  وVirgobacillus natechei دریایی 

BL21  اي براي تولید ارزشمند یک سرین پروتئاز    باشد تا مقدمهمی

مقرون    رویکردي  باشیلاتی   کاربردي در بازیابی صنایع عنوان آنزیمی به

 صرفه و سازگار با محیط زیست باشد.  به

 

 ها مواد و روش 

در این مطالعه از ژن کد :  سرین پروتئاز  ژن  مصنوعی  سنتز        

 Virgibacillusدریایی   کننده سرین پروتئاز شناسایی شده از باکتري 

natechei  ( شد  ترشح  21استفاده  بالا،  بیان  انتخاب،  این  دلیل   .)

ها  خارج سلولی، پایداري نسبتاً مناسب و فعالیت بالاي آنزیم در دما

هاي سنتیکی بهینه پروتاز تولیدي  ویژگی چنین  بحرانی و هم  pHو  

نوک  باشد.می توالی  ابتدا  ژنلدر  از   ئوتیدي  پروتئاز  کدکننده سرین 

الحاق ژنی V. natechei باکتري بانک ژن   MN094794  با شماره    از 

NCBI  برنامه از  استفاده  با  و    .Translate  http://www (  استخراج 

(expasy.ch/tools/dna.html به  گردید.  به توالی آمینواسیدي ترجمه

کدون  اپتیمممنظور   ژنسازي  آنو    هاي  داشتن  ژنوم  تناسب  با  ها 

  Shine  مولکولی  بیوتکنولوژيرکت  به ش   ژن  سنتزو در نهایت  میزبان 

Gene    ارسال گردیدژاپن  . 

  E. coli باکتري از مطالعه دراین: استفاده مورد حامل و باکتري        

عنوان حامل داراي    به PET 28aعنوان میزبان بیانی و   به BL21سویه 

 ژن مقاومت به کانامایسین استفاده گردید.  

مراحل  : T4  آنزیم لیگاز  با کمک   PET28aژن و وکتور  اتصال       

 (. 22شد ) انجام  ،و همکاران  Maniatisهاي  ذیل مطابق با دستورالعمل

هاي  قبل از انجام عمل اتصال، پلاسمید و ژن مورد نظر توسط آنزیم

به یکدیگر    T4برش خورده سپس با آنزیم لیگاز  XhoI و    NcoIبرشی  

  میکرو  x 10 (5/1شدند. مقادیر مورد استفاده شامل: بافر لیگاز   متصل

  میکرو   4میکرولیتر(، وکتور هضم شده )  6)   لیتر(، قطعه هضم شده

میکرولیتر( و آب  1)  واحد آنزیمی بر میکرولیتر  5لیتر(، آنزیم لیگاز  

آن  5/2)  مقطر به  ادامهمیکرولیتر(  در  و  شد  اضافه    16  مدت  به ها 

 . درجه قرار گرفت  16ساعت در دماي  

روش تیمار  به  BL21   E. coliمراحل مستعد کردن باکتري         

براي تهیه :  و انتقال وکتورحاوي ژن به میزبان  با کلسیم کلرید

برداشته   E. coli DH5 αهاي مستعد، یک تک کلون از باکتري سلول

  LBمحیط کشت مایع   لیتر از   میلی  5هاي آزمایش حاوي  و در لوله

دور    250گراد با سرعت  درجه سانتی  37مدت یک شبانه در دماي   به

سپس   شد.  داده  شیک  دقیقه  شبانه    250در  کشت  از  میکرولیتر 

انتقال    LBلیتر از محیط کشت   میلی  5باکتري به لوله استریل حاوي  

با سرعت   درجه  37 دماي در انکوباتور با ساعت  2-3مدت   داده شد و به

  600( آن در طول موج OD) دور در دقیقه شیک شد تا غلظت 250

لیتر از کشت باکتري در دماي    میلی  5/1برسد. سپس    5/0  -6/0 به

سانتی  4 به  درجه  و  در  3مدت    گراد  دقیقه  9000 دقیقه  در  دور 

در   ایجاد شده  رسوب  و  خالی شده  رویی  مایع  فاز  سانتریفیوژ شد. 

  30مدت   مولار سرد حل شده و به 1/0 کلسیم کلرید  میکرولیتر 300

 دور در دقیقه  9000در    سپس مجدداً. دقیقه روي یخ قرار داده شد

  گراد سانتریفیوژ گردید.   درجه سانتی 37دقیقه و در دماي  3مدت   به

میکرولیتر   200حذف شده و رسوب در   حاصل از سانتریفیوژ  رویی  فاز

دقیقه روي یخ  30مولار حل شد و بعد از گذشت  1/0کلسیم کلرید 

صورت قبل انجام و فاز رویی حذف گردید. این   مجدداً سانتریفیوژ به

حل شده و   میکرولیتر از بافر کلسیم کلرید   80بار رسوب حاصل در  

  40دقیقه وکتور آماده شده به  10مدت   پس از قرارگیري روي یخ به

دقیقه روي یخ قرار داده    30هاي مستعد اضافه و  میکرولیتر از سلول

از این مرحله سریعاً به دماي   درجه منتقل و پس از    42شد و بعد 

دقیقه روي یخ قرار داده شد. پس از طی    5مدت    ثانیه مجدداً به  90

بیوتیک اضافه   فاقد آنتی  LBمیکرولیتر محیط    800شوک حرارتی،  

درجه    37 دماي ساعت در  1 مدت شد و به آرامی پایپت انجام کرده و به

دور در   9000دقیقه در    1مدت    به  گراد شیک گردید. نهایتاً  سانتی

میکرولیتر روي   150حذف فاز رویی،   شده و پس از   دقیقه سانتریفیوژ

حاوي کانامایسین پخش     LBدیش حاوي محیط جامد  سطح پتري

گراد انکوبه گردید. باید توجه داشت که   درجه سانتی 37گردید و در 

  15مابقی  هاي مستعد شده به   سلول مورد نیاز از برداشت مقدار  زبعد ا

 . داري شد نگهگراد  درجه سانتی -80 فریزرو در   افزوده  گلیسرول درصد

با    PCRواکنش   :ژن مورد نظر  حاويهاي  شناسایی کلنی       

نوترکیبپلاسمید ژن    به:  هاي  حضور  تایید  پروتئاز منظور    سرین 

مورد نظر    هاي اختصاصی ژنکمک پرایمر  ، به PET28aوکتوردرون  

نرم   PCR  کلونی  واکنش  ،Geneious IR9.1.8افزار    طراحی شده در 

شد    کلونی انتخاب  تک  عنوان نمونه تعدادي  بهمرحله   انجام شد. در این

میکرولیتر    10و با سر سمپلر کریستالی مقداري از آن برداشته و با  

دقیقه   5مدت    گراد بهدرجه سانتی  95آب مخلوط کرده و در دماي  

 قرار داده شد.  
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 هاي طراحی شده در مطالعه حاضر پرایمر :1جدول       

 

میکرولیتر در دستگاه    15با حجم نهایی    PCRکلونی  واکنش          

PeQstar  (PeQlab, Germanyشامل ) از ترکیب اصلی  میکرولیتر   5/7

 PCRآنزیم  TaqDNA polymerase  (Ampliqon RED2x kit, Denmark  ،)

  میکرو  1، اختصاصی ژن هاي رفت و برگشتاز پرایمر لیترمیکرو  7/0

  94در برنامه دمایی    آب مقطر استریل  6/ 1و   ر از وکتور نوترکیب لیت

  30مدت   درجه به 94شامل دماي  چرخه 30دقیقه،  5مدت   درجه به

  30مدت   درجه به  72ثانیه و دماي    30 مدت درجه به  57ثانیه، دماي  

  گراد درجه سانتی  72دقیقه در    10مدت    ثانیه و براي بسط نهایی به

عنوان کنترل مثبت و    بهوکتور نوترکیب  از  در این واکنش  .انجام شد 

در نهایت    .شد   عنوان کنترل منفی استفاده   غیر نوترکیب به   وکتوراز  

شد و  درصد بارگذاري  یکرولیتر از محصول بر روي ژل آگارز کمی 5

 دقیقه الکتروفورز گردید.    45مدت   ولت به  80با ولتاژ  

هاي حاوي وکتور    در باکتري  پروتئازسرین  بیان ژن  القاي         

مانده    هاي حاوي وکتور نوترکیب، باقیبعد از تایید کلونی:  نوترکیب

لیتر محیط کشت حاوي    میلی  5آن را در شرایط کاملاً استریل در  

ساعت   16  مدت  گراد بهدرجه سانتی 37  کانامایسین تلقیح و در دماي

. سپس  انکوبه شد دور در دقیقه در انکوباتور شیکردار  180سرعت  با  

لیتر محیط کشت    میلی 10  شبانه را در  میکرولیتر از کشت 500  مقدار 

در طول موج    6/0غلظت   و تا رسیدن بهکرده   کانامایسین اضافه حاوي

دور در دقیقه   180  گراد با شیکدرجه سانتی  37)در    نانومتر  600

لیتر از محیط میلی  2کدورت مورد نظر،   از رسیدن به  پس  انکوبه شد.

شد. کنترل  نمونه  عنوان    به بیا  به  برداشته  القاي   ،IPTG  نمنظور 

(Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside)  یک  نهایی  هايغلظت  با  

دماي    درکشت  ر به محیط کشت فوق اضافه شد و محیط  مولا  میلی

ساعت    8مدت    بهدور در دقیقه    180گراد با شیک  درجه سانتی  28

مدت    درجه به 4کشت در دماي  و بعد از سانترفیوژ محیط  گرفت  قرار

به کمک  آنزیم  سوپرنتانت جدا کرده و بیان  5000دقیقه با دور    10

SDS PAGE 12  بررسی شد درصد. 
 

 نتایج 
میزبان  بررسی صحت           باکتري  به  نوترکیب  وکتور  انتقال 

BL21 E. coli: و صحت  از ترنسفورماسیون شده بعد تشکیل هايکلنی

قطعه   طول  با  ژن  حضور  تایید  و  میزبان   117انتقال  در  باز   جفت 

E. coli BL21  قابل مشاهده است   1  شکل  در  بر روي ژل آگارز. 

 

 
 E. coli BL21 هاي باکتري نوترکیبمحیط کشت حاوي کلنی  :1  شکل

ها، کنترل مثبت، کنترل    نمونه PCR 2( ،5-1 (( نتیجه کلنی1) 

 :مارکرM منفی، 
 

در           ژن  بیان  از   BL21  E. coliمیزبان  بررسی  استفاده    با 
  انتقال   پس از اطمینان از صحت :  SDS-PAGE  الکتروفورز عمودي

کشت    محیط  روي  باکتريE. coli BL21   بیانی  میزبان  به  نوترکیب  وکتور

و بعد از مرحله    شد داده صورت شبانه کشت داراي کانامایسین به  مایع

  IPTGبا    القاي بیان  سازي کشت و رسیدن به غلظت مناسب  جوان

 وجود باند پروتئینی واضح در محدوده تقریبی   .در آن صورت گرفت

ژل    31 روي  بر  افزودن   SDS-PAGE8 کیلودالتون  از  پس    ساعت 

IPTG   مولار بیانگر تولید موفق پروتئین نوترکیب    با غلظت یک میلی

  (.2بود )شکل  
 

 
 M: ، 2وIPTG :1هاي القا شده با  نمونه SDS PAGE: ژل 2شکل

 IPTGنمونه قبل از القاء Ctrl: مارکر، 

 

 قطعه تکثیرکننده  (3-5) توالی  پرایمر 

SerPro-F AGGTATCATCACCGACCACAA 117  جفت باز  
SerPro-R ACAACTTCGTCAGCTTCTTCG 
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 بحث 

ترین مشکلاتی است که امروزه صنعت آبزیان با آن    یکی از مهم        

مناسب ضایعات حاصل از فرآوري آبزیان است.  روبرو است مدیریت نا 

  هستند از پروتئین توجهی قابل حاوي مقدار صنایع شیلاتی این ضایعات

از   ها است.هاي بازیابی ضایعات، هیدرولیز آنیکی از راهکار .(23، 2)

  زیست  محیط  سازگار با  هايفرآیندتوسعه   رويتاکید زیادي برجاکه   آن

میپروتئاز شده، به ها  محیطفرآیند  عنوان    توانند  با    زیست   سازگار 

ي  ها فرآیند  در   شیمیایی موجود  مواد  بسیاري از  مناسب، براي  یجایگزین

تکنولوژي  اخیر   هاي سال در .(24  ،7باشند )و فیزیولوژیکی   بیوشیمیایی

DNA  شده  صنعتی   هايسریع بازار آنزیم رشد و توسعه اعثنوترکیب ب

هاي نوترکیب، افزایش راندمان تولید  آنزیم  مزایايترین    از مهم  است.

نظیر افزایش  آنزیم   خصوصیات  شده، بهبود  هاي تولید آنزیم  آنزیم، تنوع

هاي  روش  با خلوص بالاتر نسبت به یهایو تولید آنزیم  حرارتی پایداري

هاي  توالی  مصنوعی سنتز  حاضر توانایی  در حال   .(7)  باشدمی  شیمیایی

 DNAبیوتکنولوژي    حوزه  تحقیقات  از  بسیاري  در  چشمگیري  هايپیشرفت

نوترکیب را سبب شده است و در بسیاري از    DNAازجمله فناوري  

هاي  کدوننبودن   بهینه و یا  الگوDNA   دسترسی به  موارد ازجمله عدم

منظور به  در   آن  انتخابمیمیزبان    بیان  بهترین    (. 17)  باشد تواند 

آنزیم اصلی  منبع  صنعتی، امروزه  و  علمی  مطالعات  در  مفید  هاي 

شناسایی تنوع   (.26،  25ي با منشا دریایی هستند )ها میکروارگانیسم

ت زیستی است.  ولامیکروبی، محرک اصلی براي یافتن و شرح محص

 E. coli BL21 باکتريدر    سرین پروتئاز، کلونینگ ژن  مطالعهدر این  

نوترکیب، در دماي    باکتري  شرایط بهینه بیان براي این .گرفت  صورت  

ر  مولا  میلییک   IPTG ساعت و غلظت   8گراد، زمان    درجه سانتی  28

چه که از    کیلودالتون مشابه با آن  31بود و یک باند با وزن مولکولی  

Mechrie  طور    بهگزارش شده بود بر روي ژل نمایان شد.    و همکاران

دست آمده از    هوزن مولکولی پروتئاز ب  ،و همکاران  Rajeswariمشابه  

گزارش    کیلودالتون  36  را  Virgibacillus dokdonensis VITP14  باکتري

  وزن مولکولی نوعی از سرین پروتئاز  ،و همکاران Raval. (27) کردند

. در گزارشی  ( 20)  کیلودالتون گزارش کردند  38قلیایی باکتریایی را  

ب پروتئازهاي  مولکولی  وزن  گونه  هدیگر  از  آمده  مختلف    دست  هاي 

Halobactrium    با توجه  .(28)  کیلودالتون بود  40-130در محدوده 

بیان پروتئین صورت خارج سلولی و به کمک سنتز مصنوعی    به  به 

بهژن مراحل سنجش  نظر می  ،  از  آنزیم تخلیص شده پس  رسد که 

بهینه و  براي مطالعات  بسیار مهمی  انتخاب  بیشعملکرد،  تر    سازي 

کمک سنتز  تولید آنزیم سرین پروتئاز بهحاضر با هدف    مطالعه  .باشد

سازي    مصنوعی ژن انجام شد. سنتز مصنوعی ژن با استفاده از بهینه

بهکدون آمینواسیدي  تغییري    طوري  هاي  آن  آمینواسیدهاي  در  که 

  تولید آنزیم با استفاده از سنتز ژن نتایج    ایجاد نشود، صورت گرفت.

می که  نشان  پروتئازدهد  منشا  سرین     Virgibacillus natecheiبا 
تر در زمینه بیوشیمیایی    انتخاب مناسبی براي مطالعات بیش  تواندمی

 E. coli در سیستم  به ترشح آنزیمباشد. با توجه  آنزیم  و ساختاري  

در صورت داشتن فعالیت آنزیمی قابل توجه،    که  توان امیدوار بودمی

   .باشند  ازجمله صنایع شیلاتیصنعتی   کاربردهاي براي مناسبی انتخاب
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