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یایی: پروتئاز مقاوم به شرایط قل ساخت پروتئین نوترکیب آلکالین سرین
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 مبسوط چکیده

 شدهیلتبد ینولوژوتکیب یو تجار یمحصول مهم صنعت کیبه  ریاخ یهادر سال یکروبیم ییایقل هایپروتئاز زمینه و هدف مطالعه:

 یو داروساز ندهیشو ،ییغذا عیطور گسترده در صنابه یی،ایقلشرایط و تحمل  زیدرولیهزیاد در  ییتوانا لیبه دل ییایپروتئاز قل. است

ه خود گران زیادی را بیی مقاوم به حرارت نظر پژوهشایقلهای پروتئاز به دلیل تولید آنزیمفورمیس  لیکنی باسیلوس .شودیاستفاده م

 ،فورمیس لیکنی باسیلوس یپروتئاز باکتر ینسر ینژن آلکال ینگ و بیانکلوناین پژوهش،  رو، هدف از ینا از جلب کرده است.

در این  ها:مواد و روشبر فعالیت آنزیمی آن است.  pHپروتئاز و بررسی اثر دما و  ساخت پروتئین نوترکیب آلکالین سرین

 مراز پلی ایزنجیرهبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی و واکنش  فورمیس لیکنی باسیلوس یپروتئاز باکتر ینسر ینژن آلکال، پژوهش

 با استفاده از روشترانسفورمه شد. انتقال ژن  (BL21) DH5 سویه کلی شریشیادرون ا pMAL-c2X یدپلاسمو به کمک تکثیر 

PCR آنزیمی  توان گردید. سپستایید  نوکلئوتیدی بررسی و صحت ردیف نوکلئوتیدی محصولات کلون شده با تعیین توالی

های یافته نتایج:ی گردید. بررس  Ciocalteuو  Folin ییریافتهروش تغو دماهای مختلف با  pHنوترکیب در  پروتئاز ینسر ینآلکال

درصدی  343 به شکل صحیح انجام و افزایش اشریشیا کلیاین پژوهش نشان داد که کلونینگ ژن آلکالین سرین پروتئاز در باکتری 

ژن  کلونینگ ،پلی مرازای زنجیرهواکنش مشاهده گردید. از سوی دیگر، در  پروتئاز ینسر ینآلکالدر بیان پروتئین نوترکیب 

 نتیجه گیری:قلیایی نشان داده شد.  pHبالایی در دمای بالا و  تیفعالپایداری و  که تائید پروتئازآلکالین سرین جفت بازی 1125

در  یمآنز یدتول یبرا یکتکن ینمهم ا یدهنده ارزش کاربرد مختلف نشان یطنسبتاً بالا در شرا یداریپروتئاز با پا یمآنز یدتوللذا، 

 .بزرگ است یاسدر مق یدصنعت و تول

 ینگکلونیایی،پروتئاز قل ین، سرpMAL-c2X یدلاسمپ ،فورمیس یکنیل  یلوسباس: کلیدی کلمات
 هارضا نقی:  مسئول نویسنده  *

 ایران اهواز، اهواز، چمران شهید دانشگاه دامپزشکی، دانشکده پاتوبیولوژی، گروه شناسی، میکروب دانشیار :آدرس
 naghiha@gmail.com: الکترونیک پست
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 مقدمه

 هستند که بدون مصرف ینیپروتئ باتیترک هامیآنز

کرده و  لیرا تسه ییایمیش یهاشدن، انجام واکنش

از  شی. تا به امروز، بدهندیم شیها را افزاسرعت آن

و  یاهیگ ،یکروبیگوناگون از منابع م مینوع آنز 3000

 ان،یم نیاند که در اقرار گرفته یمورد بررس رهیغ

 یبرا یصنعت یهامیآنز نیتررمصرفپروتئازها به عنوان پ

 Yimer andکاربرد دارند ) هانیهضم انواع پروتئ

Tilahun, 2018 .)یعیقلمرو وس یکروبیامروزه، منابع م 

و  شوندیمتنوع محسوب م یهامیآنز دیدر تول

 تیاهم لیبه دل یروسیو و یقارچ ،ییایباکتر یپروتئازها

ترده به طور گس ،یفناورستیو ز عیو کاربردشان در صنا

آمده از دستبه یهامیآنز انیاند. از ممطالعه شده

، به خاطر مقاومت ییایقل یپروتئازها نیسر ها،کروبیم

و  ییایقل pHدشوار مانند  طیدر شرا تیو فعال یداریپا

ه توج ها،دکنندهیاکس ایحضور عوامل سورفکتانت 

 Pan etاند )را به خود جلب کرده یادیپژوهشگران ز

al., 2015 .)به فرمول  یبه طور اختصاص هامیآنز نیا

را  یکاربرد تجار نیشتریو ب شوندیافزوده م هاندهیشو

 دارا هستند.

یاستفاده م اکنونترین سرین پروتئازهایی که هممهم

 یلوسباسشــوند، ســابتیلیزین کـارلزبرگ جداشده از 
سـیلوس آمیلـو با، سابتیلیزین بـی پـی ان از فورمیسلیکنی
ی از و سابتیلیزینای و سـابتیلیزینانایت فورمیسلیکنی

 ,Harish and Uppuluri) هستند باسـیلوس سوبتیلیس

شده در  های قلیا دوست استفادهاز میان باکتری(. 2018

خصوص ی باسیلوس، بههاگونهصنایع گوناگون، 

 فورمیسلیکنی باسیلوسو  سیلیسـوبت لوسیباسـ

(Bacillus licheniformis از منابع اصلی )

 Sharma etی پروتئازهای قلیایی هستند )هادکنندهیتول

al., 2017 .)طیدر شرا لوسیباس یهاگونه یپروتئازها 

 pH لودالتون،یک 71-27 یبا وزن مولکول یشگاهیآزما

 یداریو پا گراد،یدرجه سانت 60-37 ی، دما10-6 نهیبه

 شوندیمشخص م pHاز دما و  یعیوس فیبالا در ط

(Karray et al., 2021 .)عموماً  سیفورمیکنیل لوسیباس

 هیبه عنوان سو ا( دارد که آن رGRAS) منیا تیوضع

 Li) دهدیتوسعه م ییو غذا یداروساز عیدر صنا زبانیم

et al., 2019; Zhou et al., 2020ییایقل ی(. پروتئازها 

با  یهانیئپروت دیتول یبرا یباکتر نیتوسط ا شده دیتول

از  یکی. روندیبالا به کار م یعملکرد یهایژگیو

 یازهاپروتئ ک،یتیدرولیه یها میآنز یهاگروه نیترمهم

 ستند.ه پروتئازهانیسر نیمانند آلکال یکروبیم ییایقل

 ی مانندعال یهایژگیو یدارا ییایپروتئاز قل کهییازآنجا

ب، در آ تیحلال ،اختصاصیتبالا،  یزوریقدرت کاتال

 طیبا مح یبودن، سازگار یبودن، خوراک یسم ریغ

ها کاربردهای زیادی در ، این آنزیماست رهیو غ ستیز

توان به استفاده ها میزندگی انسان دارند که ازجمله آن

ها و در صنعت، ساخت پپتیدهای گوناگون، دترجنت

نساجی و  پسماند، تیریمدها، صنایع غذایی، شوینده

(. آلکالین Zhou et al., 2020شاره کرد )سازی اچرم

از آنزیم فورمیسلیکنی باسیلوسسرین پروتئاز باکتری 

هایی که دارد زیاد مورد هایی است که با توجه به ویژگی

 (. Wong et al., 2000باشد )توجه پژوهشگران می

محصولات  دیتول یبرا نگیامروزه از روش کلون

ز ا یبخش ایژن  ند،یفرآ نی. در اشودیاستفاده م یکروبیم

شده و با کمک وکتور به  یسازموجود جدا کیژنوم 

تا ژن مورد  گرددی( منتقل می)مانند باکتر یگریسلول د

با رشد  ییهای باکتر یشود. برا رینظر به طور فراوان تکث

مربوطه به  یها استخراج، ژن قابل ریغ یهامیآنز ایکند 

. پس شوندیترانسفورم م یکل ایشیاشرمانند  ییهایباکتر

 دیولت ییایکشت باکتر طیژن، محصول در مح انیاز ب



  15. . .............و همکاران( خوبانی) ....پروتئاز مقاوم به شرایط قلیایی ساخت پروتئین نوترکیب آلکالین سرین

 

قابل استفاده است  یسازشده و با مراحل خالص

(Brahmachari, 2023.) 

آمده از دستهای به  اند که آنزیمها نشان دادهپژوهش

ها به دلیل مقاومت بالا به شرایط میکروارگانیسم

، از مقبولیت pHو تغییرات  گوناگون مانند دماهای بالا

نابراین ها برخوردارند؛ بزیاد بیشتری نسبت به بقیه آنزیم

های بـاکتریایی، به دلیل سادگی مراحل ساخت آنـزیم 

های مورد نظر بیشتر در صنعت مورد متناسب با ویژگی

گیرد. آنزیم پروتئاز هم به دلیل اسـتفاده استقبال قرار می

های غذایی و غیر غذایی بیشـتر فرآوردهبیشـتر در انواع 

د و شوند و همچنین تولیبـه روش باکتریـایی تولیـد می

ها از نظر اقتصادی هم قابل توجیه سازی این آنزیمخالص

 یادیز یهاتلاش(. Namnipieri et al., 2018باشد )می

 وهدف  یهانیپروتئ دیبهبود تول یبرا یدر توسعه صنعت

بر این اساس ی شده است. مواد سماز سنتز  یریجلوگ

رسی امکان کلون سازی ژن برهدف از مطالعه حاضر 

 اسیلوسبکدکننده آنزیم آلکالین سرین پروتئاز باکتری 
 و بیان و اشریشیاکلیدر میزبان  فورمیسلیکنی

ی این آنزیم و بررسی فعالیت آنزیمی آن در سازخالص

 باشد.می pHشرایط مختلف دمایی و 

 هاروشمواد و 

 باکتری ی سویهتهیه

 لیکنی باسیلوسی استاندارد در این پژوهش سویه

ویه س اشریشیا کلیباکتری  ،(ATCC 21424) فورمیس

(DH5) BL21  سویه اشریشیا کلیباکتری و TOP10 F' 

از مرکز کلکسیون  pMAL-c2xپلاسمید  حاوی

 یی صنعتی ایران خریداری و بر پایههاسمیکروارگانیم

تلقیح و در دمای  LBکشت  دستورالعمل مرکز، به محیط

گذاری خانهساعت گرم 24به مدت  گرادسانتیدرجه  37

های پسین، های کشت برای انجام آزمایششدند. محیط

 یخچال نگهداری شدند. گرادسانتیدرجه  4در دمای 

 ینسر آلکالین ژن یرتکثطراحی پرایمر و 

 PCRبا روش  پروتئاز
 ژن سرین آلکالینمربوط به ردیف  هاییافتهنخست، 

 در بانک فورمیس لیکنی باسیلوس( باکتری sapپروتئاز )

 به دست( MG753560.1ژن )شماره دسترسی بانک ژن: 

 PRIMER3 افزارنرمآمد و سپس با استفاده از 

طراحی گردید. به پرایمرهای  نظر موردپرایمرهای 

های مربوط به به ترتیب ژن(، 1)جدول طراحی شده 

( در کایفرمنتاز، آمر) BamHIناحیه برشی توسط آنزیم 

 HindIII( و ناحیه برش Forwardتوالی جلویی )

( افزوده Reverse( در توالی عقبی )کایفرمنتاز، آمر)

منظور بررسی عدم وجود نواحی برش در توالی شدند. به

 NEB افزار نرمسازی، از برای کلون شدههای طراحی 

cutter  در بخشCDS  .استفاده شد 

 

 مطالعه موردی ی قطعهتوالی پرایمرها و اندازه -1جدول 
 پرایمر -ژن ('5-3')توالی پرایمرها  (bpسایز ژن )
598 GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC V-F  

Vector 
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC V-R 

1125 

 

ACTGGATCCAAGAGTCTTTGGCTTGGGATGCT BamHI  

sap 

 

ACTAAGCTTTTGAGCGGCAGCTTCGACATT HindIII 
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 لیکنی باسیلوسباکتری موجود در  sapبرای تکثیر از ژن 

منظور استخراج استفاده شد. به  ATCC 21424 فورمیس

DNA ،100  میکرولیتر از سوسپانسیون غلیظ باکتری

ه میکرو لیتر بافر فسفات با اسیدیت 900کشت داده شده، با 

دقیقه در یک بشر  10استریل مخلوط و به مدت  5/7

حاوی آب در حال جوش، جوشانده شد. سپس نمونه با 

دقیقه سانتریفیوژ و مایع  10به مدت  rpm 10000دور 

استفاده شد.  PCRم جهت انجا DNAرویی حاوی 

با استفاده از دستگاه نانودراپ  DNAغلظت نمونه 

میکرولیتر  20در حجم نهایی  PCRزمون شد. آ سنجش

 MasterMix RED 2Xمیکرولیتر  10 )شامل؛

از هر یک از  میکرولیتر 5/0 ،دانمارک( آمپلیکون،)

الگو با  DNA میکرولیتر 3پرایمرهای اختصاصی ژن ، 

 میکرولیتر آب مقطر استریل( 6 نانوگرم، 100غلظت 

با استفاده از دستگاه  PCRمخلوط واکنش  انجام شد.

واسرشت بدین صورت انجام شد:  (Bioredترموسایکلر )

 35دقیقه،  5به مدت  گرادسانتیدرجه  95اولیه در دمای 

درجه  94شامل: واسرشت در دمای  هرکدامسیکل که 

 58دقیقه، اتصال پرایمرها در دمای  1گراد به مدت سانتی

ثانیه و گسترش در دمای  45گراد به مدت درجه سانتی

دقیقه. محصول نهایی  1گراد به مدت درجه سانتی 72

PCR به  درصد 1 آگارز ژل در الکتروفورز از استفاده با

 از پس .دید( بررسی گر6Xهمراه رنگ سیف )

 ژل در ،شده کیتفک باندهای مشاهده برای الکتروفورز،

 ایبانده یمشاهده شد، اندازه لومیناتور ترانس دستگاه

DNA ندارداستا ژنی مارکر به توجه تکثیر یافته با bp)) 

 .(Garibyan and Avishia 2013)گردید  برآورد 100

 pMAL-c2x یداستخراج پلاسم

در این مطالعه برای کلونینگ و انتقال ژن به میزبان 

استفاده شد.  pMAL- c2xباکتریایی، از پلاسمید 

 GF-1 کیت از استفاده با pMAL- c2xپلاسمید 

Plasmid DNA Extraction Kit شرکت سینا ژن(- 

د. شاستخراج  سازنده شرکت طبق دستورالعمل و ایران(

 TOP10 اشریشیا کلی سویهباکتری  برای این منظور ابتدا

F' پلاسمید  حاویc2x -pMAL  در ساعت 18به مدت 

یک بیوتآنتی میکرولیتر 5همراه  به LB محیط لیترمیلی 5

. شد هداد کشت سیلینآمپی میکرولیتر 5 و تتراسایکلین

دور  با دقیقه 5 مدت لیتری حاوی باکتری بهمیلی 5 ویال

rpm 5000 به .شد ریخته دور رویی مایع و سانتریفیوژ 

افزوده و  RB بافر میکرولیتر 250سلولی رسوب

در گام  شده هیتهبه مخلوط  .انجام شد یسازهمگن

 سروته بار 5 تا 4 افزوده و LB بافر میکرولیتر 250 پیشین،

نواختی ایجاد گردید.  شفاف و یک محلول تا گردید

ها نمونهافزوده شد.  NB بافر میکرولیتر 350سپس به آن 

 .شدند سانتریفیوژ rpm 12000 دور با دقیقه 10 مدت به

 دقیقه 2 انتقال، سیلیکا یهاستون به و جدا رویی مایع

 700 هاونست به .شد ریخته زیرین دور مایع و سانتریفیوژ

 قرار دمای محیط در دقیقه 5 و افزوده WB بافر میکرولیتر

 یرینز مایع دقیقه سانتریفیوژ گردید و 1 و سپس گرفت

 میکروتیوب به جداسازی هایستون .شد ریخته دور

 و به افزوده ستون به EB میکرولیتر بافر 50 و منتقل جدید

 rpm در دقیقه 1نگهداری،  دمای محیط در دقیقه 5 مدت

 هتج پلاسمید حاوی زیرین مایع و سانتریفیوژ 12000

گراد نگهداری درجه سانتی -20فریزر  در بعدی مراحل
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 1در ژل آگارز  شدهاستخراججداسازی پلاسمید  .شدند

از پرایمرهای بررسی و تایید شد. سپس  PCRدرصد و 

که  (1)جدول عمومی تعیین توالی وکتور پلاسمیدی 

در دو طرف نواحی برش  bp 598ی به طول اقطعه

BamHI  وHindIII  برای ، استفاده و دینمایمرا تکثیر

 ,England)  ی تکثیر یافته، خوانش شدتایید ردیف قطعه

1991). 

 pMAL-c2x یدپلاسم یمیهضم آنز

با استفاده از  یدو پلاسم PCRمحصول هضم آنزیمی 

 اساس بر. شد انجام HindIII و BamHIهای برشی آنزیم

 واکنش هضم هایمخلوط سازنده، شرکت دستورالعمل

یا پلاسمید  PCRمیکرولیتر از محصول  6با افزودن 

میکرولیتر بافر آنزیم  5/1، خالص )محصول گام پیشین(

(10X ،)1  ی هامیآنزاز  هرکداممیکرولیتر ازBamHI  و

HindIII ،5/5 حجم  میکرولیتر آب مقطر استریل در

 37 دمای در ساعت دو و آماده میکرولیتر 15 نهایی

 دننمو برای غیرفعال شد.  داده قرار گرادی سانتیدرجه

گرفت   قرار درجه 65 دمای در دقیقه 10ها، محلول آنزیم

ر د استفاده از الکتروفورز ها باواکنش و در آخر، کارایی

. شایان (England, 1991)گردید  بررسی %1ژل آگارز 

در یک  HindIII و BamHI های نزیمذکر است که، آ

صورت همزمان برای هضم  و بهمشترک بافر برشی 

پس از  .انداستفاده شده (double digestion) دوگانه

خورده روی ژل آگارز هضم آنزیمی، محصولات برش

الکتروفورز شدند و باندهای مربوط به وکتور خطی و  1%

 ، DNAاستخراججدا و با استفاده از کیت  sap یقطعه

 .سازی شدندخالص

 پلاسمیدی در وکتور sapواکنش الحاق ژن 

 در وکتور پلاسمیدی، فرآیند sapمنظور الحاق ژن به 

انجام  T4 لیگاز آنزیم از با استفاده (Ligationاتصال )

میکرولیتر  3ژن حاوی  واکنش الحاق گرفت. مخلوط

برش خورده،  sapمیکرولیتر ژن  1پلاسمید برش خورده، 

، T4میکرولیتر آنزیم لیگاز  1میکرولیتر بافر لیگاز،  5/1

 ساعت 12 مدت تقطیر به دو بارمیکرولیتر آب مقطر  5/3

 ایبر سپس. قرار گرفت گرادسانتی درجه 16 دمای در

 ژن، به واکنش الحاق مخلوط آنزیم، کردن غیرفعال

ه داد قرار گرادسانتی درجه 65 دمای در دقیقه 15 مدت

 درجه -20 دمای در استفاده زمان تا مخلوط شد و

 .(Toth et al., 2014)گردید  نگهداری گرادسانتی

 DH5) یهوس یکل یشیااشر یکردن باکتر یراپذ

(BL21 سرد یمکلس یدبا روش کلر 

از  تنخسمنظور انتقال پلاسمید به میزبان مناسب،  به

 یهاسلول DH5 (BL21)یه سو یکل یشیااشر باکتری

گردید. برای این منظور، هیه ت( Competent cell) مستعد

یه سو یکل یایشاشر سوسپانسیون باکتری از میکرولیتر 10

(DH5 (BL21 ،لیتر محیطمیلی 5 در بدون پلاسمید LB 

 ساعت 12مدت  به داده شد و بیوتیک کشتآنتی بدون

 در rpm 120 دور با گرادسانتیدرجه 37 دمای در

 میکرولیتر 300سپس .شد داده قرار انکوباتور شیکردار

 LB محیط میکرولیتر 1200 به باکتری ساعته 18 کشت
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 شیک با گرادسانتی درجه 37 دمای در و افزوده تازه

 6/0 به آن کدوت تا قرار داده شد با دور متوسط کردن

 گرادسانتیدرجه  4 دمای در دقیقه 5سپس نمونه  برسد.

سانتریفیوژ  rpm 5000دور  با دقیقه 5 قرارداده شد و

 در آرامی به ماندهی باق رسوب و دور رویی گردید. مایع

 استریل مولار 1/0 کلسیم کلرید محلول میکرولیتر 300

گراد درجه سانتی 4دقیقه در دمای  20و نمونه  حل سرد

 سانتریفیوژ rpm 8000 دور با دقیقه 5 قرار داده شد. نمونه

 1/0 مکلسی کلرید میکرولیتر 200 در ماندهی باق و رسوب

درجه  4دقیقه در دمای  20آرامی مخلوط و  به سرد مولار

 rpm 8000 دور با دقیقه 5 گراد قرار داده شد. نمونهسانتی

و مایع رویی حذف و در آخر، به رسوب  سانتریفیوژ

لار مو 1/0میکرولیتر کلرید کلسیم سرد  100حاصل 

گراد قرار داده درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10افزوده و 

 .(England, 1991)شد 

 یونترانسفورماس

 100میکرولیتر از محصول واکنش اتصال و  10 

دقیقه در دمای  30میکرولیتر باکتری پذیرا شده مخلوط و 

درجه  42ثانیه در دمای  45گراد انکوبه و درجه سانتی 4

میکرولیتر محیط  50گراد قرار داده شد. سپس سانتی

SOC 20X  میکرولیتر محیط  950بهLB  بدون

 2ده و و پلاسمید افزو بیوتیک به مخلوط باکتریآنتی

گراد انکوبه گردید. درجه سانتی 37ساعت در دمای 

دقیقه سانتریفیوژ شد و به  5برای  rpm5000نمونه با دور 

بیوتیک حاوی آنتی LBمیکرولیتر محیط  200رسوب 

میکرولیتر از  100سیلین اضافه گردید. مقدار آمپی

حاوی آنتی TSAسوسپانسیون باکتری بر روی محیط 

گراد انکوبه درجه سانتی 37ساعت در دمای  18بیوتیک 

 .(England, 1991)گردید 

 یدسمپلا یحاو یباکتر هایپرگنه غربالگری

 یبنوترک

 یهسو یلک یشیااشر نوترکیب به باکتری DNA انتقالپس 

BL21های رشد یافته با آزمون  ، پرگنهPCR  پرایمرهای(

ژن اندازه  به توجه غربال شدند. با (sapاختصاصی ژن 

sap رشدهیتکث (bp 1125 )محصولات که هاییکلون و 

PCR نمودند و پس از مشاهده  تکثیررا  اندازه مذکور با

 در مثبت احتمالی های کلون عنوان به آگارز ژل روی بر

 (. Garibyan and Avishia, 2013شدند ) گرفتهنظر 

 تمثب ید هایپلاسم یگراستخراج و غربال

برای تائید نهایی انتقال ژن هدف از طریق پلاسمید به 

 هایکلون زا مثبت باکتری یک پرگنهمیزبان باکتریایی، 

-آمپی حاوی LB کشت محیط در PCR با شده تائید

 GF-1 کیت از استفاده کشت و پلاسمید با سیلین

Plasmid DNA Extraction Kit شد استخراج .

و  درصد 1 آگارز روی ژلشده استخراجپلاسمیدهای 

 از میکرولیتر 50 تائید گردید. در آخر، PCR آزمون

 استفاده با) توالی خوانش و تعیین برای نوترکیب پلاسمید

ارسال  دو طرفه( صورتو به اختصاصی آغازگرهای از

 و تراز ، همBioEdit ترازیبرنامه هم  ها بایافته  گردید.

 توالی با شباهت nBLAST بیوانفورماتیک افزار نرم با

 NCBIژن  بانک در موجود نوکلئوتیدی هایتوالی

 Expasyافزار  با نرم آمدهدستبه توالی گردید. مقایسه
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translate tool کلونی صحت تائید منظوربه  و ترجمه ،

 را شباهت بیشترین که توالی با Clustal-W افزارنرم  با

 در سطح پوشانی هم ارزیابی داد، نشان ژن بانک در

 ,Garibyan and Avishia)گرفت  انجام پروتئین

2013). 

 یپروتئاز قلیایآنزیم سازی و خالصاستخراج 

 100ه ب های باکتری کلون شده، حلقه پر از پرگنه کی

 10منتقل شد و  کیآسپت طیدر شرا LBلیتر براث میلی

 یحاو طیمح لیترمیلی 250ساعته به  24لیتر از کشت میلی

درصد  04/0 ا،یسو لهکنجادرصد  2گلوکز، درصد  6

 و پسمنتقل  درصد کلرید منیزیم 02/0و  کلرید کلسیم

 37 یساعت در دما 48گذاری به مدت  از گرم خانه

 rpmدقیقه با دور  10  نظر موردمحلول  ،گراددرجه سانتی

. شد سانتریفیوژگراد درجه سانتی 4 یدر دما 10000

کلرید درصد  2 لیآمده با محلول استر دست به رسوب

ه شد. شستاستریل  و سپس با آب مقطر دو بار پتاسیم

رصد د 85/0 یدر محلول نمک یسلول رسوبسپس 

 . (Chatterjee, 2015) شد قیتعل لیاستر

 سنجش فعالیت آنزیمی پروتئاز قلیایی

( دهشآنزیم خالصاز واکنش قبل ) آمده دست به محلول

از روش  یرویبا پ یپروتئازمیزان فعالیت سنجش  یبرا

. موردبررسی قرار گرفت Ciocalteuو  Folin ییریافتهتغ

 100حاوی عصاره آنزیمی به  محلول تریکرولیم 100

گرم  1 درصد کازئین )شامل 1سوبسترا  محلول تریکرولیم

اضافه شد.  (9با اسیدیته  بافر فسفاتلیتر میلی 10 و نیکازئ

درجه  40 یدر دما قهیدق 30ت مخلوط واکنش به مد

 یترمیکرولیتر  200به آن گراد انکوبه شد و سپس سانتی

 یمیدرصد اضافه شد تا واکنش آنز 10 دیاس کیکلرواست

در دقیقه  10به مدت متوقف شود. مخلوط واکنش 

مایع رویی حذف و به رسوب شد.  وژیفیسانتر 10000دور

 Folin-Ciocalteauمیکرولیتر معرف  100مانده یباق

 یریگنانومتر اندازه 660در  نوری ذبو جاضافه گردید 

 نیروزیت یهابا استفاده از محلول میآنز تیشد. فعال

 تفعالی واحد یک شد. یریگعنوان استاندارد اندازهبه

 که یآنزیم مقدارعنوان به قلیایی پروتئاز (U/mlآنزیمی )

 جشسن شرایط را تحت دقیقه در تیروزین میکرومول1

 .(Chatterjee, 2015)شد  تعریف کند،می آزاد

 پروتئازآنزیم فعالیت  و دما بر pHاثر

و دماهای مختلف بر فعالیت آنزیم  pHیرتأثجهت بررسی 

 10تا  4واکنش مرحله قبل در بافری با اسیدیته نوترکیب، 

دقیقه  30گراد به مدت درجه سانتی 70-30دمای و 

 ، برای توقفزمان مدتبررسی شد. پس از گذشت این 

درصد  10 دیاس کیکلرواست یترمیکرولیتر  200واکنش 

دور در دقیقه  10به مدت اضافه شد. مخلوط واکنش 

مایع رویی حذف و به رسوب شد.  وژیفیسانتر 10000

 Folin-Ciocalteauمیکرولیتر معرف  100مانده  یباق

 یریگنانومتر اندازه 660در  نوری ذباضافه گردید و ج

 نیروزیت یهابا استفاده از محلول میآنز تیشد. فعال

 تفعالی دواح یک شد. یریگعنوان استاندارد اندازهبه

 که یآنزیم مقدارعنوان به قلیایی پروتئاز (U/mlآنزیمی )
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 نجشس شرایط را تحت دقیقه در تیروزینمول  یکروم 1

 .(Esakkiraj et al., 2016)شد  تعریف کند،می آزاد

 نتایج

 (sap) سرین آلکالین پروتئاز تکثیر ژن

( با استفاده از sapسرین آلکالین پروتئاز )تکثیر ژن 

های پرایمرهای اختصاصی دارای نواحی برش آنزیم

BamHI  وHindIII  درجه  58در دمای اتصال

شد  bp 1125ی به طول اقطعهگراد منجر به تکثیر سانتی

 (.1)شکل 

 bp مارکر ژنی :1. چاهک sapنتایج الکتروفورز ژن  -1شکل 

: محصول 5و  4، 3های چاهک ،: کنترل منفی2، چاهک 100

PCR  ژنsap با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 

 pMAL-c2xاستخراج و هضم آنزیمی پلاسمید 

 با pMAL-c2x خالص پلاسمید حضورنتایج این آزمون 

داد. بررسی  نشان را kb 7/6 تقریبی مولکولی وزن

الکتروفورز محصول هضم آنزیمی این پلاسمید با 

دهنده تشکیل یک ، نشان HindIII و BamHIهای آنزیم

( نسبت L2، چاهک 2، شکل باند )در حالت برش خورده

ل شکبه حالت هضم نشده )برش نخورده و چند باندی، 

 (. 2( بود )شکل L1، چاهک 2

 

نتایج الکتروفورز پلاسمید هضم شده و هضم : A -2شکل 

:  L1 چاهک ، bp 100: مارکر ژنی Mچاهک  ،نشده

پلاسمید هضم شده،  :L2چاهک  ،پلاسمید هضم نشده

 شده.وکتور خالص bp 598: باند L3چاهک 

ترانسفورماسیون پلاسمیدهای نوترکیب در 

 DH5 BL21)) یهسو یکل یشیااشر باکتری

جهت بررسی انتقال پلاسمید حاوی ژن موردنظر به 

بعد از الحاق پلاسمید در باکتری میزبان باکتریایی، 

میکرولیتر  100، مقدار DH5 BL21)) سویه اشریشیا کلی

کشت داده  TSAاز سوسپانسیون باکتری بر روی محیط 

-یبیوتیک آمپکه این محیط حاوی آنتیشد.از آنجایی 

-یهایی در این محیط رشد مسیلین بود، لذا تنها باکتری 

کردند که حامل پلاسمید نوترکیب هستند. بعد از کشت 

 لاسمیدپ املهای ح های ترانسفورمه شده، پرگنهباکتری 

 روی رب انکوباسیون روزشبانه  یک از پس نوترکیب

 (. 3شدند )شکل  ظاهر TSA محیط
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لاسمید حاوی پ اشریشیاکلیهای مثبت رشد کلون -3شکل 

 سیلین.نوترکیب بر روی محیط کشت حاوی آمپی

 یدمپلاس یحاو یباکترهای ونکل یغربالگر

 یبنوترک

 کثیرت دهندهنشان ژل آگارز  یبر رو الکتروفورز نتایج

ه ب توجه با که بود باز جفت 1100 تقریبی اندازه با باندی

 sap الحاق ژن بیانگر (،bp 1125مورد نظر ) اندازه قطعه

 (.4بود )شکل  pMAL-c2Xپلاسمید  در

 

ز ید با استفاده اپلاسم یحاو یهاکلون یغربالگر -4شکل 

-7های ، چاهکbp 100مارکر ژنی  :1. چاهک PCRروش 

: کلون 8، چاهک sapهای منفی از نظر حضور ژن : کلون2

-: کلون11-9های حامل وکتور فاقد ژن الحاق شده، چاهک

 .sapهای حامل وکتور الحاق شده با ژن 

 یدلاسمپ یحاو یباکترهای ونکلتائید نهایی 

 یبنوترک

و  BamHIهای توسط آنزیم آنزیمی برش از پس

HindIIIولط باند به یک و پلاسمید از خطی فرم ، یک 

 مشاهده آگارز ژل بر روی را بازی جفت 1100 تقریبی

در  sapدهنده پلاسمید های حاوی ژن شد که نشان

(. همچنین نتایج تعیین توالی 5)شکل  باکتری میزبان بود

ل از های حاصنوترکیب، پس از ارزیابی توالی پلاسمید

استخراج و میزان  bp 980خوانش دوطرفه، توالی به طول 

درصدی توالی  100قرابت آن با توالی موجود شباهت 

انسانی با توالی موجود در بانک ژن با عدد  sapژن 

 بود. MG753560.1دسترسی 

 

 هایالکتروفورز وکتور برش خورده با آنزیم -5شکل 

، kb5تا  bp 100: مارکر ژنی 1محدودکننده. چاهک 

های : برش وکتور با استفاده از آنزیم2-5های چاهک

BamHI  وHindIII  که منجر به ایجاد باند با وزن

: وکتور برش 6شد، چاهک bp 1000مولکولی تقریبی 

 .نخورده

 بررسی فعالیت آنزیمی پروتئاز قلیایی

 (U/ml)ین سرین پروتئاز مقایسه فعالیت آنزیمی آلکال

 باسیلوساز سه نمونه باکتری  شده استخراج
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و  DH5 (BL21) سویهاشریشیاکلی ، فورمیسلیکنی

 pMAL-c2Xترانسفورمه شده با پلاسمید  اشریشیاکلی

حاوی ژن آلکالین سرین پروتئاز نشان داد که باکتری 

ترانسفورمه شده با پلاسمید ژن مورد نظر، اشریشیاکلی 

دود باشد و حیمبیشترین میزان فعالیت آنزیمی را دارا 

U/ml 452/224  ،که میزان فعالیت آنزیم یدرحالاست

که  فورمیسلیکنی باسیلوس از باکتری شده استخراج

بوده است  U/ml 642/50حاوی این ژن بود حدود 

ک که تکنی دهدمیشان ی نخوب به(. این نتایج 6)شکل 

کلونینگ ژن آلکالین سرین پروتئاز در باکتری 

 منجر به تولید آنزیم پروتئازی با فعالیت اشریشیاکلی

 (فورمیس لیکنی  باسیلوس)بیشتر نسبت به سویه طبیعی 

 شده است.

 

مقایسه فعالیت آنزیمی آلکالین سرین پروتئاز  -6شکل 

(U/ml)   فورمیس لیکنیاستخراج شده از باکتری باسیلوس ،

 اشریشیا کلیو   BL21 (DH5) سویه اشریشیا کلی

 ترانسفورمه شده با پلاسمید حاوی ژن آلکالین سرین پروتئاز.

 پروتئازبر فعالیت آنزیم  pHتأثیر دما و 

 %70نتایج این بررسی نشان داد که این آنزیم بیش از 

دارد و بیشترین فعالیت را  8-11برابر  pHفعالیت را در 

درصد از خود نشان داد.  98با بیش از  9برابر با  pHدر 

 40-70همچنین در بررسی اثر دما، این آنزیم در دماهای 

درصد فعالیت داشت و در  70گراد بیش از درجه سانتی

عنوان دمای بهینه دارای گراد بهدرجه سانتی 60دمای 

(. بنابراین نتایج 7درصد بود )شکل  99فعالیتی بیش از 

ا دهد که آنزیم نوترکیب بخوبی نشان میاین مطالعه به 

قلیایی قابلیت  pHهای دمایی بالا و توان فعالیت در رنج 

 باشد.استفاده در صنایع مختلف را دارا می

 

. پروتئازو دماهای مختلف بر فعالیت آنزیم   pHتاثیر تاثیر  -7شکل 

: فعالیت آنزیم در Bالیت آنزیم در دماهای مختلف و نمودار : فعAنمودار 

pH .های مختلف 

 بحث

های  ترین رده از آنزیمپروتئازها یکی از مهم

های درصد از آنزیم  60که نزدیک هیدرولیتیک هستند 

 Kieliszek et)صنعتی را به خود اختصاص داده است 

al., 2021 Sharma et al., 2019;). از  یاگسترده فیط

 ابکنند، یم دیتول ییایقل یموجودات زنده پروتئازها

درن از م یوتکنولوژیدر ب میکروبی یپروتئازهاحال ینا

 هاییم برخوردارند و اکثر آنز ایالعادهیت فوق اهم

 Singh et) اندها مشتق شده و قارچ های از باکتر یصنعت

al., 2019)ع رشد سری لیبه دل یکروبیم ی. پروتئازها
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 ییایمیوشیآسان و تنوع ب یکیژنت یکار دست ،باکتری

 حیترج یاهیو گ یوانیح یبر پروتئازهاآنزیمی گسترده 

 باسیلوس .(Mahmoud et al., 2021)شوند یداده م

 یها یبا تمام باکتر سهیدر مقا فورمیسلیکنی 

 یرغه؛ یایی متعدد از جملمزا یلپروتئاز، به دل دکنندهیتول

عنوان  بهآسان،  یکیکاری ژنت دست بودن و زایماریب

گرم در  20-25با توانایی تولید مناسب  یوراکتورب یک

 توجه وردمهای صنعتی یم آنز یدتول یبرا نیروتئپلیتر 

 یاز طرف. (Reddy et al., 2022)است  گرفته قرارزیادی 

ه صرف یصنعت پروتئاز از نظر یمکردن آنز یترشح

شت در ک یطبه مح هاپروتئین انتقال یرادارد ز یاقتصاد

 ندکیم یلآن را تسه یداریو پا یاغلب موارد تاخوردگ

دست یین پا یند هایتر شدن فرآارزانیل و و باعث تسه

 Zhou et al., 2021 Singh)د شومی یوتکنولوژیدر ب

et al., 2019;) . 

( sap)پروتئاز  ینسر ینژن آلکالدر مطالعه حاضر، 

و  ییشناسامورد  فورمیس لیکنی باسیلوس یباکتر

با اندازه مورد  PCRاندازه محصول تخلیص قرار گرفت. 

ل حاص جیباز مطابقت داشت. نتاجفت 1125 یعنیانتظار 

های محدودکننده  با آنزیم PCRاز هضم محصول 

ر شده یتکثسپس ژن  ژن را تائید کرد. ریصحت تکث

قرار گرفت و  pMAL-c2Xیانی ب پلاسمیدو در تخلیص 

ریشیا کلی اشباکتری  یهبه سو یبنهایت وکتور نوترک در

DH5 از گردید و بعداست منتقل  یانیب سویهیک  که 

آنزیمی  یتفعال رشد باکتری حامل پلاسمید نوترکیب،

شده از باکتری  ژن کلون شده نسبت به آنزیم استخراج

بر فعالیت این آنزیم مورد بررسی  pHطبیعی و تأثیر دما و 

ژن  بر روی کلونینگ یادیمطالعات زقرار گرفت. 

 ت.شده اسانجام لوسیباس یهااز گونه ییایپروتئاز قل

Jacob ژن کد کننده  1985اران در سال و همک

( از subtilisin Carlsbergیلیزین کارلزبرگ )سابت

 pBR322را در وکتور  فورمیس لیکنی باسیلوس یباکتر

جفت  1137( ORFکه دارای یک قاب خواندن باز )

 . (Jacobs et al., 1985)بازی است، کلون کردند 

 subtilisinژن ، 2004و همکاران در سال  Pengهمچنین 

DFE  را ازBacillus amyloliquefaciens DC-4  در

یک قاب خواندن باز  یکه دارا pGEM-T دیپلاسم

(ORF )1146 ن کردند را کلواست  یجفت باز(Peng 

et al., 2004). انواع پروتئازها  یبالا تولید که آنجا از

 باکتری کلون شده موجب مختلف های یهتوسط سو

 نظر مورد یبنوترک هایآنزیم  از یمیهضم بخش عظ

 هیسو یکل ایشیاشر یاکترباز  مطالعه یندر اگردد، یم

DH5 استفاده گردید. این سویه فاقد پروتئازهای Lon  و

OmpT نپروتئی افزایش پایداریامر موجب  ینا و است 

رو در بسیاری از پژوهش ها، . از این شودمی نوترکیب

 Jia)این سویه از اولویت کاربری بالایی برخوردار است 

and Jeon, 2016). 

 هیسو یلک ایشیاشر یاکترپس از انتقال ژن مورد نظر به ب

DH5  وسط تپروتئاز  ینسر ینآلکالتوان تولید آنزیم

 فورمیسلیکنی  باسیلوسسویه کلون شده و باکتری 

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از این مطالعه نشان 

لاسمید ترانسفورمه شده با پاشریشیا کلی داد که باکتری  



 49 پیاپی ،1403 دوم، پاییز و زمستان شماره بیستم، دوره/ نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 24

 

 U/mlژن مورد نظر، دارای توان تولید آنزیمی )

 درصد بیشتر در مقایسه با باکتری 343( حدود 452/224

( است. این U/ml 642/50) فورمیسلیکنی  باسیلوس

 دهد که تکنیک کلونینگ ژنیمخوبی نشان نتایج به

منجر به  اشریشیا کلیآلکالین سرین پروتئاز در باکتری 

تولید آنزیم پروتئازی با فعالیت بیشتر نسبت به سویه 

 در مطالعه شده است. (فورمیسلیکنی  )باسیلوسطبیعی 

Zhang ژن پروتئاز قلیایی 2023ل و همکاران در سا ،

 صورت تک کپی در سویهبه  Bacillus clausiiباکتری 

با استفاده از محیط بهینه  BL10 فورمیسلیکنی باسیلوس

بیان  U/mL 1/15435برای دستیابی به فعالیت آنزیمی 

توسط پلاسمید  aprEاز حد ژن  شد. پس از بیان بیش

درصد افزایش یافت و به  154اپیزومی، فعالیت آنزیم تا 

U/mL 6/39233  رسید(Zhang et al., 2023 .) همچنین

 2004و همکاران در سال  Tangای که توسط در مطالعه 

 اسیلوسبصورت گرفت، یک ژن پروتئاز قلیایی باکتری 

 PHLدر وکتور باسیلوسی به نام  فورمیسلیکنی 

بیان شد.  سباسیلوس سوبتیلیسفورمه و توسط باکتری تران

نتایج این پژوهش نشان داد که کلونینگ ژن مورد نظر 

درصدی بیان ژن پروتئازی در باکتری  65سبب افزایش 

 Tang et)نوترکیب در مقایسه با باکتری طبیعی شده بود 

al., 2004).  هد دخوبی نشان میمقایسه این مطالعات به

 ییالاب لیپژوهش پتانس نیدر ا مورد استفاده هیسوکه 

ازهای پروتئویژه های نوترکیب به توانایی آنزیم  یبرا

 باشد.قلیایی جهت استفاده در مصارف صنعتی را دارا می

شرایط ها در  پایداری و فعال بودن آنزیماز آنجا که 

 و سنتزی در بیوتکنولوژی های متفاوت pHدمایی و 

اثر  بررسی منظور بهزیادی دارد. اهمیت  مصارف صنعتی

pH ین ا و دما بر فعالیت پروتئاز قلیایی نوترکیب، فعالیت

درجه  20-70و دمای  4-11برابر  pH در محدودهآنزیم 

گراد مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج این مطالعه سانتی

فعال  11تا  8از  pHنشان داد این آنزیم در طیف وسیع 

فعالیت بهینه دارد. نتایج فوق نشان  9برابر  pHبوده و در 

شرایط  تواند دریمداد که این پروتئاز قلیایی نوترکیب 

درصد فعالیت در  70قلیایی زیاد پایدار بوده، و بیش از 

pH  دقیقه انکوباسیون حفظ کند.  30را پس از  8-11برابر

 حدودهمدر  یژهو گسترده به طیف فعالیتپروتئازها با 

 ندهیمانند مواد شو یشتریب یصنعت تیاز اهم ییایقل

 تئازپرو ویژگی برای استفاده از اینبرخوردار هستند. 

زیرا  ،باشدمی مهم شوینده مواد عنوان افزودنی به قلیایی

 pH محدوده در طورکلیبه  شوییرخت مواد شوینده 

 ,Olajuyigbe and Ehiosun)فعالیت دارند  8-12برابر 

 2003و همکاران در سال  Fuمطالعه،  نیمشابه با ا. (2013

 Bacillusاز  بیپروتئاز نوترک کینشان دادند که 

stearothermophilus از  یعیدر محدوده وسpH  تا 8از 

نشان  9برابر  pH را در نهیبه تیو فعال هفعال بود 10

و  Esakkirajهمچنین .  (Fu et al., 2003)دهد یم

باسیلوس ، یک ژن پروتئاز 2016همکاران در سال 

از نمونه شیر گاو را در  شده جدا PMW8 سرئوس

کلون کردند. این پژوهشگران نشان  DH5a اشریشیا کلی

 pHاز  یعیوس فیدر ط نوترکیب پروتئازدادند که آنزیم 

 9برابر  pH دررا  نهیبه تیفعال وفعال است،  10تا  7از 

برابر  pH در تفعالی درصد 80 ن،ی. همچننشان داده است

است  شده حفظ ونیساعت انکوباس 2پس از  11-7
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(Esakkiraj et al., 2016).  در بررسی تأثیر دما بر آنزیم

-70که، این آنزیم در دماهای  شده دادهنوترکیب نشان 

درصد فعالیت دارد و در  70گراد بیش از درجه سانتی 40

عنوان دمای بهینه دارای  گراد بهدرجه سانتی 60دمای 

درصد است که ماهیت گرما دوست  99فعالیتی بیش از 

این  بادهد. همسو یمخوبی نشان  زیم را بهبودن آن

، نشان دادند 2015و همکاران در سال  Cheng پژوهش، 

 Bacillusاز  (Bvsp) نوترکیب جدید پروتئاز نیسریک 

vallismortis  درpH  درجه  60-40 دمای و 6-10برابر

 55ه و فعالیت بهینه را در دمای بود داریگراد پاسانتی

(. Cheng et al., 2015دهد )یمگراد نشان درجه سانتی

 2020در سال  Singhو  Bhatt ی که توسطامطالعهدر 

 Bacillus( از APrBLانجام شد، یک ژن پروتئاز قلیایی )

lehensis JO-26  اشریشیا کلیدر BL21  کلون و بیان

دمای  و 8-11برابر  pH ، درشد. پروتئاز قلیایی نوترکیب

برابر  pHطور مطلوب در  بهو گراد درجه سانتی 70-30

ابر در بر میگراد فعال بود. آنزدرجه سانتی 50دمایو  10

 یرا در دما تیدرصد فعال 73بود و  داریزیاد پا حرارت

 Bhatt and) ساعت حفظ کرد 3 اگراد تدرجه سانتی 80

Singh, 2020). 

 گیرینتیجه

نشان داد که کلونینگ ژن آلکالین مطالعه حاضر نتایج 

قیت منجر به با موف اشریشیا کلیسرین پروتئاز در باکتری 

ن آنزیم همچنی .حجم بالا شدیی در ایپروتئاز قلتولید این 

بالایی در شرایط مختلف  تیفعالتولیدی پایداری و 

ایی قلی پروتئازآنزیم فعال بودن نشان داد.  pHدمایی و 

، نشان از مختلف pHدمایی و  محدوده درنوترکیب 

ه دارد ک و گرما دوست بودن این آنزیم قلیایی ویژگی

شان نو  است توجهقابل این موضوع در بیوتکنولوژی 

این تکنیک برای تولید آنزیم  مهم یارزش کاربرددهنده 
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Extended Abstract 

Introduction: In recent years, microbial alkaline proteases have become an important 

industrial and commercial biotechnology product. Alkaline protease is widely used in food, 

detergent and pharmaceutical industries due to its relatively high hydrolysis ability and 

tolerance in alkaline conditions. Bacillus licheniformis has attracted the attention of 

researchers due to the production of heat-resistant alkaline protease enzymes. Therefore, the 

aim of this study was to clone the alkaline serine protease gene of Bacillus licheniformis into 

Escherichia coli in order to produce this enzyme and to investigate the effect of temperature 

and pH on the activity of the recombinant enzyme. Materials and methods: In this study, the 

alkaline serine protease gene of Bacillus licheniformis was amplified using specific primers 

and polymerase chain reaction (PCR). The alkaline serine protease gene was transformed into 

Escherichia coli BL21 (DH5) by plasmid pMAL-c2X. Gene transfer was investigated using 

PCR, and the cloned products' nucleotide sequence was confirmed by determining the 

nucleotide sequence. Then the enzymatic capacity of recombinant alkaline serine protease was 

investigated at different pH and temperatures with the modified method of Folin and Ciocalteu. 

Results: The present study showed that cloning the alkaline serine protease gene in Escherichia 

coli led to a 343% increase in the production of the alkaline protease enzyme. Polymerase 

chain reaction confirmed the cloning of the 1125 bp gene. Also, the produced enzyme showed 

high stability and activity at high temperatures and alkaline pH. Conclusion: Protease enzyme 

production with relatively high stability in different conditions shows the important application 

value of this technique for enzyme production in industry and large-scale production. 
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