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 و تعیین  باسیلوس لیکنیفورمیسهمسانه سازی و بیان ژن کد کننده آلفا آمیلاز 

 ویژگی های بیوشیمیایی آنزیم نوترکیب

 3، کبری سعیدی3*اشرف کریمی نیک
 میکروب شناسی دانشجوی دکتری، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمان، گروه1

 چکیده

آمیلوز، آمیلوپکتین و گلیکوژن را هیدرولیز  4و  1آلفا آمیلاز یک اندونوکلئاز می باشد که با شکستن پیوند داخلی آلفا  سابقه و هدف:

همسانه هدف منبع مهمی در تولید این آنزیم به شمار می روند. این مطالعه با  باسیلوسمی نماید. امروزه گونه های مختلف جنس 

و تعیین خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم نوترکیب  باسیلوس لیکنیفورمیس( از باکتری amySسازی و بیان ژن کد کننده آلفا آمیلاز )

 انجام شد.

ردیابی و  باسیلوسزنجیره ای پلی مراز در   توالی ژن مربوط به آنزیم آلفا آمیلاز با استفاده از روش واکنشمواد و روش ها: 

باکتری ارد شدند. پس از توالی یابی قطعات، ناقلین نوترکیب به و   (+)pET-26bجداسازی گردید. قطعات مورد نظر در ناقل بیانی

منتقل و بیان شدند. به منظور خالص سازی آنزیم نوترکیب از فیلتر آمیکون و کیسه دیالیز استفاده  BL21(DE3)اشرشیا کلی بیانی 

 .شد. برای اندازه گیری فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز از روش دی نیترو سالیسیلیک اسید استفاده گردید

بود. بر اساس باسیلوس نتایج این تحقیق نشان دهنده بیان فراوان آنزیم آلفا آمیلاز در سیستم های بیانی غیر از خود باکتری یافته ها: 

آنزیم دارای کیلو دالتون گزارش گردید. همچنین  44، وزن مولکولی آنزیم نوترکیب معادل SDS-PAGEالکتروفورز بر روی ژل 

 واحد در میلی لیتر بود. 4744فعالیت نسبی 

نتایج این تحقیق بیانگر بیان فراوان این آنزیم در سیستم های بیانی دیگر می باشد. اهمیت این سیستم به دلیل وجود   نتیجه گیری:

است. به دلیل بیان ترشحی آنزیم مورد نظر و در نتیجه تاخوردن صحیح و حفظ فعالیت آنزیم، استفاده از این  T7پروموتر قوی 

 سیستم در مقیاس صنعتی پیشنهاد می گردد.

 ، پروتئین نوترکیب.pET-26b(+) ،BL21(DE3)آلفا آمیلاز، واژگان کلیدی: 

 29بهمن ماه پذیرش برای چاپ:     29مهرماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرماان، گاروه مایاکاروب شانااسای.

 a.kariminik@iauk.ac.irپست الکترونیک:   62133413440تلفن:    

 م دمه     

هایی که کاربرد فراوانی در صنعت                                    یکی از مهمترین آنزیم                            

(. آمیلازها هیدرولیز نشاسته و                              1باشند )         دارند، آمیلازها می                 

گلیکوژن را کاتالیز می کنند و از اولین آنزیم هایی کشف شده                                                          

    (. آلفا آمیلازها در صنایع نانوایی،                                 9توس  بشر می باشند )                   

ها، نساجی، کاغذسازی، غذای کود  و                                    نوشابه سازی، شوینده                   

های گلوکز و فروکتوز به کار می روند و از                                           تهیه انوا  شربت               

(.    3-4منابع گیاهی، جانوری و میکروبی به دست می آیند )                                              

المللی آنزیم                امروزه آمیلازها بیشترین سهم را در تجارت بین                                          

درصد بازار جهانی آنزیم ها را به خود                                       36ای که         دارند. به گونه              

اختصا  داده اند. آلفا آمیلازها در دو مرحله بر روی آمیلوز                                                         

(. در ابتدا به صورت تصادفی به اتصا ت                                      4و     0کنند )         مل می      

حمله کرده و موجب تجزیه سریع آنها                                    4و     1گلیکوزیدی آلفا                
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و تولید محصو تی از قبیل مالتوز و مالتوتریوز می گردند. این                                                           

امر سبب کاهش سریع ویسکوزیته و قدرت رن  پذیری یدی                                                  

تر از         شود. در مرحله دوم که سر ت آن آهسته                                    آمیلوز می         

اتصا ت الیگوسارکاریدها را هیدرولیز کرده                                             مرحله اول است،              

 (.  2و      و گلوکز و مالتوز ایجاد می گردد )                                

آمیلازهای حاصل از منابع میکروبی خود به دو دسته باکتریایی                                                         

و غیر باکتریایی و همچنین مقاوم به حرارت و حساس به                                                   

(. آلفا آمیلازها  موما  در                           16حرارت تقسیم بندی می شوند )                          

 پایدار هستند                 pح ور یون کلسیم، در دامنه وسیعی از                                   

(. وجود کلسیم برای فعالیت و پایداری آنزیم  زم است.                                                    11) 

همچنین ح ور یون کلسیم موجب افزایش مقاومت حرارتی                                                 

(. در بین باکتری ها جنس                         13و     19آلفا آمیلاز می گردد )                    

 توانایی تولید  یف وسیعی از آنزیم ها را دارا                                               باسیلوس       

 باسیلوس لیکنی فورمیس                      (. به ویژه باکتری                   14می باشند )          

 ( a                 m                                 که در صنعت از اهمیت ویژه ای )

(،    10(. این باکتری در تولید آنتی بیوتیک )                                    14برخوردار است )              

( و آمیلاز            1و     14(، پروتئاز های قلیایی )                       14بیوسورفکتانت )              

 ( نقش دارد.           12) 

همسانه سازی و بیان ژن کد کننده آلفا                                     هدف از این مطالعه                   

و تعیین           باسیلوس لیکنیفورمیس                   ( باکتری          amySآمیلاز )       

 خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم نوترکیب بود.                                     

 

 ها    مواد و رو           

مورد      ی   باکتر     در این پژوهش              الف( باکتری مورد استفاده:                           

سویه                (   PT     . 1721) لیکنی فورمیس              باسیلوس       مطالعه 

بود که از مرکز پژوهش های  لمی و صنعتی                                       مولد آلفا آمیلاز                   

  ایران، تهران به صورت لیوفیلیزه تهیه شد. همچنین باکتری                                                     

از      -b26pETحاوی پلاسمید بیانی ) (                          Dاشریشیا کلی             

از      6 1  اشریشیا کلی             . سویه        تهیه گردید              a  n   شرکت      

خریداری شد. به                  T   c  i G n  ic    ck c n  rشرکت      

منظور کشت باکتری از محی   نوترینت برا  استفاده گردید.                                                       

محی       ی، کشت بر روی               آمیلاز     -تشخیص فعالیت آلفا                 به منظور          

سته انجام گرفت. تولید                       نشا   نوترینت آگار حاوی یک درصد                           

درجه        34سا ت گرماگذاری در دمای                          94آمیلاز پس از             

ی   با  هور هالها             ،   چند قطره محلول لوگل                   سیلیسیوس و افزودن                   

 (.  96کلنی ها مشخص گردید )                    شفاف ا راف            

 برای این منظور از کیت                       :        ب( استخرا             

 innaPur  D A                                           شرکت سیناژن ایران و مطابق با دستورالعمل

 شرکت سازنده استفاده گردید.                          

از      amySبه منظور  راحی آغازگر برای ژن                                (  راحی آغازگر:                  

استفاده شد. ابتدا با استفاده از                                      i  نسخه دوم نرم افزار                    

Si na P     (   p      .cb .  u. k   r ic   Si na P    ،)برنامه        

قسمت سیگنال پ تید پروتئین مربو ه شناسایی و پس از حذف                                                      

( صورت گرفت. از آنجایی                         r ar  آن  راحی آغازگر رفت )                     

که این پروتئین توس  تیمار حرارتی نیز خالص می شود، به                                                      

منظور جلوگیری از بیان قطعه ا افی در پروتئین نوترکیب در                                                        

( کدون پایان ژن مربو ه نیز                              r   r راحی آغازگر برگشت )                    

   i   a در نظر گرفته شد. بنابراین پروتئین نوترکیب فاقد ناحیه                                                      

 می باشد. آغازگرهای مورد استفاده در این مطالعه                                               

  -TGG AAAT TTAATGGTGG  AAG-  3دارای توالی           

 به  نوان آغازگر رفت و توالی                               

3 - TAT TTTGAA ATAAATTG T GAG  T TG      به

  نوان آغازگر برگشت بودند.                         

با حجم            Pواکنش       (:         د( واکنش زنجیره ای پلیمراز )                            

 ی الگو          D Aمیکرولیتر             9میکرولیتر شامل                  14نهایی       

 ، ( Pm         16) ، یک میکرولیتر از هر پرایمر                             نانو گرم(           46) 

   Pمیکرولیتر بافر                  TP  i  (1  m )   ،174  میکرولیتر             673

  74 و   (     u       974) پلی مراز                 میکرولیتر آنزیم                   674،   (  1 ) 

 میکرولیتر آب مقطر استریل انجام گردید.                                     

دقیقه واسرشت شدن                    4با شرای  دمایی                    Pدر ادامه واکنش                

چرخه        34درجه سیلیسیوس و در ادامه                            24ابتدایی در دمای                 

 درجه سیلیسیوس به مدت                        24شامل واسرشت شدن در دمای                         

دقیقه،          1درجه سیلیسیوس به مدت                        44دقیقه، اتصال در دمای                        1

دقیقه و           3درجه سیلیسیوس به مدت                        49 ویل شدن در دمای                  

درجه سیلیسیوس به                    49در نهایت  ویل شدن نهایی در دمای                               

 به ژل آگاروز                Pدقیقه انجام شد. محصو ت                          4مدت     

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
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درصد منتقل و الکتروفورز گردیدند. در نهایت باند مربوط                                                        674

به قطعه تک یر شده از روی ژل بریده شده و با استفاده از کیت                                                           

و مطابق            G -1 G   D A   c   r   iویوانتیس          

 دستورالعمل شرکت سازنده  مل خالص سازی انجام شد.                                              

و     -b26pETبرش وکتور بیانی ) (                   ه( همسانه سازی ژن:                    

  19به مدت           c  و         توس  آنزیم های                    Pمحصول       

انجام گرفت. پس از  مل برش،                              34       سا ت در دمای              

و وکتور با                Pپلاسمید ه م شده خالص گردید. محصول                                  

لیگاز به هم متصل گردیده و مجددا  به                                     -D A  Tکمک آنزیم           

 صورت وکتور حلقوی درآورده شدند. در این واکنش میزان                                                 

نانوگرم محصول                 066نانوگرم وکتور،                  966میکرولیتر آنزیم،                    9

P     ،9                                میکرولیتر بافر در                     9میکرولیتر پلی اتیلن گلیکول و

میکرولیتر استفاده شد. واکنش فو  به مدت                                          96حجم نهایی           

 درجه سیلیسیوس نگهداری گردید.                                96سا ت در           99

اشریشیا کلی             به منظور تک یر انبوه از سویه مستعد باکتری                                           
استفاده گردید. مستعد سازی با استفاده از                                           61 1  سویه      

میکرولیتر             96روش کلرید کلسیم صورت گرفت. مقدار                                  

میکرولیتر سلول های باکتری                             146محصول واکنش اتصال به                      

مستعد شده ا افه شد. در پایان سلول های آماده شده به                                                    

 سا ت در         19حاوی کانامایسین و به مدت                            LBمحی  کشت          

قرار داده شدند تا کاملا  رشد کرده و آماده مراحل ت یید                                                        34       

شوند. به منظور شناسایی باکتری های واجد قطعه مورد نظر از                                                         

   pr m   rT7مستقیم به کمک آغازگرهای                             Pتکنیک       

 (TAATA GA T A TATAGGG     و )  rmina  rT7   

 (G TAGTTATTG T AG GG                         استفاده شد. قطعه مورد )

 نظر به منظور تایید نهایی توالی یابی گردید.                                            

پس از انتخاب باکتری های حاوی قطعه مورد نظر، وکتور ها                                                      

با استفاده از                 61 1  سویه      اشریشیا کلی             از باکتری های               

 G -1 P a mi  D Aکیت استخرا  وکتور ویوانتیس                            

E  rac i n  i )                           سویه      اشریشیا کلی           ( استخرا  شده و به باکتری

BL21   (DE3                 ( انتقال یافتند )91  .) 

به منظور بیان پلاسمید                      و( بیان آنزیم نوترکیب آلفا آمیلاز:                                   

مایع        LBنوترکیب ابتدا باکتری های مورد نظر در محی  کشت                                               

 ( به مدت          m  m     96حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین )                             

رشد داده شدند.                  34       دور در دقیقه در                   146سا ت با           19

میلی لیتر محی                   166میلی لیتر باکتری رشد یافته به                                 16س س     

( مایع حاوی آنتی بیوتیک                            TB     )T rri ic brکشت     

 و     34       ا افه گردید. محی  در دمای                           کانامایسین            

 دور در دقیقه گرماگذاری شد.                              6 1

از    میکرولیتر             46    ، سا ت      4تا      4پس از رشد باکتری ها به مدت                            

( یک مو ر           PTG تیو گا کتو پیرانوزید )                      -دی  -بتا   -ایزو پروپیل           

)نیم میلی مو ر در غلظت نهایی( به محی  کشت ا افه گردید.                                                        

سا ت دیگر ادامه یافت. محی                               4کشت باکتریایی به مدت                      

دور در          0666دقیقه در            16کشت حاوی باکتری ها به مدت                           

سانتریفوژ گردید. س س روماند                               4       ( در دمای           4092     دقیقه )       

میلی لیتر محلول بافر                        16دور ریخته شد. به رسوب باقی مانده                                  

TE     (Tri -                     ده میلی مو ر وEDTA                   یک میلی مو ر با

( افزوده شد. نمونه ها پس از مخلوط شدن تا انجام                                                 47اسیدیته         

 نگهداری گردیدند.                  -96     مراحل بعدی در دمای                    

به منظور مشاهده بیان فراوان پلاسمیدهای مورد نظر از                                                     

سدیم دو دسیل              -الکتروفورز بر روی ژل پلی اکریل امید                                   

دقیقه استفاده                 196  به مدت          19(     SDS-PAGEسولفات )        

گردید. برای بررسی بیان پروتئین های تراریخت از دو گروه                                                       

شاهد استفاده گردید. شاهد نو  اول باکتری های واجد قطعه                                                       

افزوده نگردیده بود. این                           PTG مورد نظر بودند که به آن ها                            

گروه از باکتری ها به  نوان نمونه بدون القا در کنار نمونه های                                                              

القا شده رشد یافتند. شاهد نو  دوم از میزبان بیانی حاوی ناقل                                                             

   ) (b26-pET                                        .فاقد هر گونه ژن خارجی استفاده گردید 

به منظور ردیابی پروتئین در                            ز( تهیه  صاره پری پلاسمی:                          

بخش رسوب یا محلول، ابتدا سلول های باکتری باید شکسته                                                     

شوند س س به کمک سانتریفیوژ بخش رسوب و محلول از                                                

یکدیگر جدا شوند. برای این منظور، به سوس انسیون سلولی                                                      

، یک قر  بازدارنده                      m  m     1حا ر لیزوزیم با غلظت نهایی                            

میلی لیتر آب دیونیزه سرد افزوده شد.                                       966آنزیم پروتئاز و                 

بر روی ی  به مدت یک                       06     سوس انسیون سلولی با دور                         

 دقیقه در دور              96سا ت مخلوط گردید. سلول ها به مدت                                  

http://vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=117:gf-1-gel-dna-recovery-kit&catid=28:gf-1-nucleic-acid-extraction-kits&Itemid=44
http://sinaclon.com/resources/attachment/1373780490_59952e1f251e45dea62f9718848c57f5.pdf
http://sinaclon.com/resources/attachment/1373780490_59952e1f251e45dea62f9718848c57f5.pdf
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(. بخش رسوب و محلول به                        99سانتریفیوژ گردیدند )                      10666  

 صورت جداگانه برای آنالیزهای بعدی نگهداری شدند.                                              

برای این منظور ابتدا مخلوط                             ( خالص سازی آنزیم نوترکیب:                             

محی  کشت و باکتری سانتریفیوژ گردیدند. بخش محلول به                                                    

دقیقه         14قرار گرفت. س س به مدت                         6        دقیقه در            96مدت     

سانتریفیوژ شد تا پروتئین های باکتری رسوب                                            1666     در دور        

نمایند. به منظور حذف پروتئین های باکتریایی باقی مانده در                                                          

کیلو دالتونی و کیسه                       16بخش محلول از فیلترهای آمیکون                              

 (.  4دیالیز استفاده شد )                   

به منظور اندازه گیری                      ط( اندازه گیری فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز:                                         

)دی نیترو سالیسیلیک                       D Sفعالیت آنزیم آلفا آمیلاز از روش                                

 اسید( استفاده شد. در این روش نیم میلی لیتر از محلول                                                   

آنزیمی در کنار نیم میلی لیتر از سوبسترا )نشاسته یک درصد(                                                          

 قرار داده شد.               

دقیقه توس  یک میلی لیتر از محلول واکنشگر                                            3واکنش پس از             

دی نیترو سالیسیلیک اسید متوقف گردید. محلول حاصل به                                                    

درجه سیلیسیوس قرار                      166دقیقه درون حمام آب                      4مدت     

درجه        34گرفت و بلافاصله به کمک حمام ی  به دمای                                       

 سیلیسیوس رسانیده شد.                      

میلی لیتر آب مقطر به آن میزان جذب به                                        16پس از افزودن              

نانومتر در برابر                    446کمک دستگاه اس کتروفتومتر در  ول مو                                      

آب مقطر به  نوان شاهد خوانده شد. به منظور تعیین میزان                                                       

 قندهای احیا کننده موجود در محی  حاوی آنزیم، یک                                                

به نیم میلی لیتر آنزیم ا افه گردید.                                       D Sمیلی لیتر محلول                 

س س نیم میلی لیتر نشاسته یک درصد به آن افزوده شد و                                                    

مطابق مراحل با  پس از ا افه کردن آب مقطر در  ول مو                                                      

نانومتر در برابر آب مقطر خوانده شد. جذب به دست                                                  446

آمده را از جذب اصلی کم کرده تا تنها میزان جذب مربوط به                                                        

فعالیت آنزیمی حاصل شود. با استفاده از فرمول زیر، فعالیت                                                         

 (.  94و     93آنزیمی محاسبه گردید )                     

 فعالیت آنزیمی برابر است با:                           
 

 دقیقه( زمان 7 تعداد میکرومول مالتوز به دست آمده از معادله منحنی استاندارد                                                                               3) 

 یا ته ها          

ارزیابی الکتروفورز                    الف( واکنش زنجیره ای پلی مراز:                                

نشان دهنده تک یر قطعه ای به  ول                                     Pمحصو ت حاصل از                

 (.  1جفت باز بود )شکل                    1449

ب( همسانه سازی محصول حاصل از واکنش زنجیره ای پلی                                                  
دارای ژن            pETاز آنجایی که وکتور                    مراز در وکتور بیانی:                      

مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین بود، بنابراین باکتری های                                                           

که در ح ور کانامایسین رشد می نمودند دارای                                             61 1  

بودند. به منظور شناسایی باکتری های واجد قطعه                                                pETوکتور       

استفاده گردید. پس از ا مینان از وجود قطعه                                               Pاز روش        

مناسب در باکتری انتخاب شده، قطعه توالی یابی شد. در این                                                        

 (.  9مطالعه نتایج توالی یابی با موفقیت همراه بود )شکل                                                  

مقایسه الگوی پروتئینی هر                           ( بیان نوترکیب آنزیم آلفا آمیلاز:                                   

دو شاهد با باکتری های تراریخت القا شده، نشان دهنده تولید                                                          

پروتئین های تراریخت بود. پس از لیز باکتری ها توس  دستگاه                                                          

اولتراسونیک و سانتریفیوژ کردن و جداسازی فاز محلول و                                                     

رسوب باند مربوط به پروتئین نوترکیب هم در بخش پری                                                  

بر اساس         پلاسمیک و هم سیتوپلاسمیک مشاهده گردید.                                      

، وزن مولکولی آنزیم                     SDS-PAGE    ل الکتروفورز بر روی ژ                   

 (.  3)شکل      کیلو دالتون گزارش گردید                           44نوترکیب معادل               

 ( مارکر  پلی مراز.  P uتک یر ژن آلفا آمیلاز با استفاده از آنزیم : 1شکل 

 جفت باز(. 1449( ژن تک یر شده آلفا آمیلاز )1جفت بازی(، ستون  166)

M 
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به منظور اندازه گیری                      د( بررسی فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز:                                   

آنزیم       در این مطالعه               استفاده شد.               D Sفعالیت آنزیم از روش                     

 واحد در میلی لیتر بود.                        4744دارای فعالیت نسبی                   

 

 بح    

در بین باکتری ها قادر به تولید  یف گسترده                                             باسیلوس       جنس     

 ای از آنزیم ها است که از لحا  صنعتی حا ز اهمیت                                                

از نظر توانایی تولید آنزیم                              باسیلوس لیکنی فورمیس                    می باشند.           

(.     9آلفا آمیلاز مقاوم به حرارت بسیار مورد توجه می باشد )                                                   

با توجه به اهمیت صنعتی این آنزیم و کاهش سطح بیانی آن                                                      

در بسیاری از میکرواورگانیسم ها، در این پژوهش ژن مربوط                                                       

باسیلوس لیکنی               از باکتری               Pبه این آنزیم توس  تکنیک                         

شناسایی و جداسازی گردید. آنزیم مورد استفاده در                                                  فورمیس      

پلی مراز می باشد. این آنزیم با دارا بودن                                            p uاین تکنیک           

با کمترین             D Aقادر به تک یر                    به      3  فعالیت اگزونوکلئازی                     

 اشتباه می باشد. میانگین خطای همانند سازی این آنزیم                                                    

 برابر کمتر از میانگین خطای آنزیم                                  0( حدود        173  0-16) 

Ta             ( ژن تک یر شده پس از                       94( است )          16-0پلی مراز .)

  b26-pETبرش توس  آنزیم های برشی به وکتور بیانی ) (                                          

یکی از قوی ترین ناقل                        b26-pETانتقال داده شد. ناقل بیانی ) (                              

های بیانی شناخته شده می باشد. این ناقل  لاوه بر تولید                                                      

 سیتوپلاسمی، توانایی ترشح پروتئین نوترکیب را به بخش                                                 

پری پلاسمیک نیز دارا می باشد. در مطالعه حا ر توالی سیگنال                                                          

پ تید خود ژن حذف گردید و به منظور بیان ترشحی از سیگنال                                                        

پ تید ناقل بیانی استفاده شد. ناقل نوترکیب س س به باکتری                                                         

انتقال یافت. در بیان پری پلاسمیک                                   BL21سویه        اشریشیا کلی           

ت ییرات پس از ترجمه ایجاد می شود. اما چنین ت ییراتی در بیان                                                             

سیتوپلاسمی ایجاد نمی گردد.  لاوه بر این، ترشح پروتئین های                                                         

، امتیازات متعددی                   اشریشیا کلی           نوترکیب به ف ای پری پلاسم                          

مانند افزایش فعالیت زیستی، حلالیت محصول و سهولت                                                

 (.      92خالص سازی پروتئین را دارد )                           

 در باکتری           آلفا آمیلاز          در پژوهش حا ر انتقال و بیان ژن                                

به  ور موفقیت آمیزی صورت پذیرفت.                                    BL21اشریشیا کلی             

نتایج این تحقیق نشان داد که آنزیم نوترکیب تولید شده دارای                                                           

واحد در میلی لیتر می باشد. در                                 4744فعالیت فعالیت نسبی                    

مطالعه مشابه انجام شده بر روی بررسی توان تولید آنزیم آلفا                                                           

مشخص گردید که               باسیلوس لیکنی فورمیس                      آمیلاز در باکتری                 

ماهیت تولید این آنزیم به منبع کربن به کار رفته در محی  کشت                                                            

و      با آنزیم های  b26-pETنتیجه ه م آنزیمی ناقل ) ( :9شکل 

  c   .  پلاسمید 9( پلاسمید ه م شده، ستون 1، ستون    ( مارکر )

 ه م نشده )نمونه شاهد(.

 . اشریشیا کلیبیان پروتئین نوترکیب آلفا آمیلاز در باکتری  :3شکل 

( آلفا آمیلاز القا 9( آلفا آمیلاز القا شده، ستون 1نشانگر پروتئین، ستون (   

القا نشده )فلش   pET( ناقل 4القا شده، ستون  pET( ناقل 3نشده، ستون 

 سفید در شکل نمایانگر پروتئین نوترکیب تولید شده می باشند(.

M 
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بستگی دارد. در مقادیر کافی گلوکز تولید آنزیم متوقف شده                                                        

(. حداک ر           36و     12حتی اگر در محی  نشاسته قرار داده شود )                                      

فعالیت تولید آنزیم نیز در غلظت دو درصد نشاسته نشان داده                                                         

(. در پژوهش دیگری که بر روی تولید آنزیم آلفا                                              96شد )    

آمیلاز در باکتری های مزوفیل صورت گرفت مشخص گردید                                                 

که بیشترین فعالیت آنزیم در تجزیه نشاسته بر خلاف دمای                                                     

درجه سیلیسیوس                 46الی       46ایده ال رشد باکتری در دمای                            

 (.    96صورت می پذیرد )               

دیگری ژن مولد آنزیم را از                             و همکاران در پژوهش                  (   Aibaآیبا )      

   باسیلوس استئاروترموفیلوس                        یک باکتری ترموفیل به نام                          

 ( a          a      m                             جداسازی و در وکتور )

pTB       وpTB 3                                           کلون نمودند. یافته های آنها نشان داد که

میزان بیان ژن در باکتری یاد شده در مقایسه با باکتری                                                     

(. در این مطالعه                  31کمتر می باشد )                باسیلوس سوبتیلیس                

تخلیص پروتئین نوترکیب با روش تیمار حرارتی با توجه به                                                      

  n ira    an مقاومت دمایی صورت گرفت. ایندیرا و برند )                                        

B rn                                     در باکتری             باسیلوس       ( با بیان آنزیم آلفا آمیلاز باکتری

توانستند یک آنزیم نوترکیب مقاوم به حرارت با                                               اشریشیاکلی          

( و همکاران             iu (.  نیو )         39تولید کنند )                m  m     460فعالیت        

به      لیکنی فورمیس                باسیلوس       نیز با شناسایی استرین خاصی از                               

و بیان آنزیم آلفا آمیلاز باکتری یاد شده                                          BBD3 2 نام سویه          

 برابری آلفا آمیلاز به صورت نوترکیب شدند                                          90موفق به بیان              

( و همکاران با بیان آلفا آمیلاز متعلق                                      (ak    a (. راکلئووا             33) 

( در باکتری             a  y       m  a a )     داکتیلیس گلومراتا                 به گیاه         

موفق به بیان نوترکیب این آنزیم شدند. در این                                               اشریشیاکلی          

میلی گرم پروتئین به ازای                            966تحقیق بیشترین  ملکرد برابر با                               

 (.    34یک لیتر محی  کشت بود )                      

( و همکاران با جداسازی ژن آلفا آمیلاز از باکتری                                                 an وان  )      

 و بهینه سازی کدن آن با                          لیکنی فورمیس                باسیلوس       

( و متعاقبا بیان آن در مخمر                                   a  a     )     پاستوریس            پیکیا     

واحد در           11666 کر شده موفق به بیان این آنزیم با فعالیت                                          

 (.    34میلی لیتر شدند )                

 نتیجه گیری            

 نتایج این تحقیق نشان دهنده بیان فراوان این آنزیم در                                                     

می باشد.            باسیلوس       سیستم های بیانی غیر از خود باکتری                                   

اهمیت این سیستم بیانی به دلیل وجود یک پروموتر بیانی قوی                                                         

می باشد. پس از آنالیز بیان پروتئین نوترکیب و                                                T7به نام        

خالص سازی آن مشخص گردید که این آنزیم دارای فعالیت                                                   

 واحد در میلی لیتر می باشد.                            4744نسبی      
 

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از معاونت محترم پژوهش و فناوری                                                    

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمان به دلیل حمایت های                                                 

 مالی و همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال                                               

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: α-amylase, is an endoamylase to hydrolyses amylase, amylopectin and 

glycogen by randomly cleavage of internal alpha 1, 4 linkages. Genus Bacillus is one of the most 

common microbial sources of α-amylase production. The aim of the present study is  

identification, overexpression and activity analysis of Bacillus licheniformis α-amylase (amyS).  

Materials & Methods: A polymerase chain reaction was used to identify and isolate α-amylase 

gene in Bacillus sp. The fragments were introduced into expression vector pET-26 (+). After  

sequencing, the recombinant vectors were introduced into E. coli BL21 (DE3) for  

expression. The recombinant enzyme were purified using amicon filter and dialysis bags. 

α-amylase activity was measured using di-nitro salicylic acid technique. 

Results: Based on the results, the α-amylase gene was over-expressed in an expression system  

beyond the native host (Bacillus sp.). Based on the SDS-PAGE electrophoresis, the molecular 

weight of this enzyme was predicted 54 KDa. The α-amylase showed an enzyme activity about 

4.77 U/ml. 

Conclusion: These results indicated a high expression of this enzyme in an expression system  

beyond the host, which was due to existence of a strong promoter used in this study, T7promoter. 

As a result, employment of this system in an industrial scale is recommended due to the secretion 

of the target enzyme, a proper folding of the enzyme and maintenance of its activity. 

Keywords: Alpha amylase, pET-26b (+), Bl21 (DE3), Recombinant protein. 
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