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  چكيده
كه اسيد فايتيك را هيدروليز و فسفر  هستندي ها آنزيم) فسفوهيدرولاز مايواينزيتول هگزا فسفات( هافيتاز

توليد طبيعي و نوتركيب اين آنزيم ازجمله مسائل مهم حوزه  .را براي حيوانات قابل دسترس مي كنندمعدني 

  باسيلوس سابتيليسژن فيتاز خارج سلولي باكتري در اين پروژه، .  گردد مهندسي ژنتيك محسوب مي
ATCC12711)PhyC (هاي برشي با استفاده از پرايمرهاي لينكردار حاوي سايتBamHI  وHind III 

 pTZ57R/Tبه ناقل  phyCيابي و بررسي خصوصيات، ژن تكثير شده به منظور انجام توالي. جداسازي شد

 IPTGغربالگري كلوني آبي و سفيد با استفاده از . انتقال داده شد DH5α اشرشياكلي سپس به باكتري و منتقل

انجام گرديد و كلوني هاي حاوي ژن هدف با استفاده از هاي نوتركيب به منظور انتخاب كلوني X-Galو 

آناليز و بررسي همولوژي ژن هدف با استفاده از . انتخاب شدند PCRپرايمرهاي اختصاصي و روش كلوني 

هضم آنزيمي وكتور كلونينگ با استفاده از آنزيم هاي محدودكننده ذكر  .بيوانفورماتيك صورت گرفتابزارهاي 

ناقل نوتركيب به سويه . به منظور بيان ژن وارد شد (+)pET32aژن هدف به ناقل بياني . شده صورت گرفت

سپس سويه . يد گرديدتاي PCRانتقال و حضور ناقل نوتركيب با استفاده از كلوني  BL21 (DE3)اشرشياكلي

ميلي مولار  CaCl2 10مولار در حضور  1در غلظت نهايي  IPTGبا استفاده از بياني حاوي ژن هدف 

  الكتروفورز شده و اندازه پروتئين فيتاز توليد شده SDS-PAGEنتايج استخراج پروتئين در . تحريك شد

kD 64 گيري اندازه. نمايدين فيتاز را تاييد ميبلات صحت توليد پروتئهمچنين نتيجه دات. تخمين زده شد

فعاليت آنزيمي با استفاده از روش استاندارد فسفاتاز نشان داد كه آنزيم نوتركيب توليد شده در اين تحقيق، در 

7pH= گيري شده برابر با فعاليت آنزيم اندازه. باشد بيشترين فعاليت را دارا ميU/ml 44/7  بود كه وابسته به

مقاومت حرارتي و هزينه توليد آنزيم به جهت اين كه  دهدميتحقيقات نشان . باشدحضور يون كلسيم مي

  .قابليت بالاي براي استفاده در صنعت مواد افزودني و دارويي دارد ،پايين
 

  كلمات كليدي
 ، بيان ژنفسفوهيدرولاز مايو اينزيتول هگزا فسفات ،مايو اينزيتول هگزا فسفاتفيتاز قليايي، 



 

Absteract 

Phytases (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase) are enzymes that catalyze the 

release of phosphate from phytate and available phosphorus for domestic animal. Productions of 

native and recombinant enzyme are major problem in genetics engineering area. In these project, 

the gene phyC encoding phytase was isolated from Bacillus subtilis ATCC12711 with using 

linker primer containing restriction sites of BamHI and HindIII. PCR product was inserted in 

pTZ57R/T vector for cloning and nucleotide characterization, then transformed to Escherichia 

coli DH5α. Wight and blue colony screening was performed with using IPTG and X gal and 

recombinant colony selected and tested with colony PCR. Target gene homology analysis is 

done with using bioinformatics tools. Recombinant plasmid containing target gene digested with 

BamHI and HindIII enzymes. Target gene was cloned in pET32a(+) as expression vector and 

transformed to E. coli BL21(DE3). Positive clones were confirmed by colony PCR with gene 

specific primers and restriction digestion. Expression host was induced by 1mM IPTG, in 

presence of 10mM calcium. SDS-PAGE demonstrated that molecular weight of PhyC-Trx 

protein was estimated about 64 kDa. Dot-blot analysis confirmed presence of recombinant 

protein. Phytase activity was performed by standard phosphatase methods and optimum pH for 

the degradation of phytate was 7. Phytase activity was 7.44 U/ml. The results showed that 

because of thermal stability and low production cost, this enzyme could be an attractive part for 

using in feed supplement and pharmaceutical applications. 

 

Keywords 

Alkaline phytase, myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase, Gene expression, 

Bacillus subtilis 
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