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، بیان و بررسی بیوانفورماتیکی ژن سرین پروتئاز  ی سازهمسانه 

aprX  از باکتری   شدهاستخراجBacillus licheniformis 
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 چکیده

بوورای تولیوود ایوون  معمووول طوربوو . شوووندیمصنعتی محسووو    یهامی آنز  نی ترمهمپروتئازها از  هدف:  

، تعیووین یسووازهمسان هوودف از ایوون پوو وه  .  شودیماستفاده    باسیلوس  جنس  یهایباکتراز    هامی آنز

 باسوویلوس لیکنوویاز باکتری    دهشاستخراج  aprXتوالی، بیان و بررسی بیوانفورماتیکی ژن سرین پروتئاز  
 .ه استبود فورمیس

 Bacillusاز بوواکتری  aprXباکتریایی، ژن سرین پروتئاز با نووام  DNA: پس از استخراج هاروشمواد و 

licheniformis  جداسازی و در ناقلpTG19-T   و سپس ناقلpET28a(+)  شد و سوواختار  یسازهمسان

آنووزیم  یبعدسوو و سوواختار  شوودندوژنتیکی آن بررسووی بیوشوویمیایی و فیلوو  یهووای گی ومولکووولی، 

اسووتفاده  IPTGالقای بیان ژن نوترکیب سرین پروتئوواز از القوواگر   برای  .شد  ینیب یپشده    یسازهمسان 

. شوودندگوناگون بررسی    یهازمان، دماهای مختلف و  IPTGمختلف    یهاغلظتو بیان پروتئین در    شد

در ادام  نیووز فعالیووت آنووزیم  .شد انجام بلاتینگ دات  و  SDS-PAGE  زآنالی  ل یوسب   aprX  ژن  بیان  تأیید

 .شدندگوناگون سنج  ی هاpHپروتئاز نوترکیب در دما و 

فیلوووژنتیکی،    ی ها ی بررسوو تایج حاصل از  بر اساس ن   تأیید شد.   ی اب ی ی توال   ل  ی وس ب    ی ساز همسان  : درستی  ها افت  ی 

  ها موودل   ارزیووابی   از   پس   داد.   نشان   ها لوس ی باس سایر    ی ها ی توال ا  شباهت زیادی را ب  آمده دست ب  توالی پروتئینی 

  بوورای   مطلوبی   ی ها مدل   I-TASSERو    RAPTORX  ی افزارها نرم   ل  ی وس ب    شده ارائ   ی ها مدل  ک   شد  مشخص 

  حوواوی   میزبووان   بوو    IPTG  ی القووا   بووا   نوترکیووب   پووروتئین   تولیوود   . هستند   پروتئاز   این   ی بعد س    ساختار   ی ن ی ب   ی پ 

  درجوو    25  دمووای   بیووان پووروتئین نوترکیووب در   مقووادیر   بیشترین   شد.   انجام   موفقیت   با   pET28a-aprX  پلاسمید 

  نوترکیووب   پووروتئین   ن ی چنوو هم   . آموود   آمده دسووت ب    مولار ی ل ی م   IPTG  5 /0 با  و  ساعت  20 زمان  طی  و  سانتیگراد 

 . داد  نشان   را  فعالیت   بیشترین    :8pH  و   د یگرا سانت   درج    50  دمای   در  دشده ی تول 

 محلووول  صووورتب   و  گرفت   قرار  پایدار  یهامی آنز  دست   در  ژن  این  ل یوسب   کدشونده  آنزیم  :یریگج ینت

 در اسووتفاده بوورای مناسووب گزینوو  عنوانبوو  مووذکور آنزیم ک  شودیم موجب  مزایا  این  شد.  خواهد  بیان

 .شود گرفت  نظر در صنعت

 پووروتئین،  یسووازمدل، دات بلاتینووگ،  یابیوو یتوال  نوترکیب،  پروتئین  ، بیانیانب  یسازن یبه  :واژگانکلید

  .مولکولی یسازهمسان 
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 مقدمه -1

صنعتی هسووتند   یهامیآنزیکی از س  گروه مهم    ،پروتئازها

 اختصاص  خود  را ب   دنیا  یهامیآنز  فروش  از  درصد  60و  

 تولیوود  در  یاگسووترده  طوربوو   هووامیآنز  این[.  2  ؛1]   اندداده

 تجزیوو   و  تیمار  ی،چرم  کالاهای  غذایی،  مواد  ،ندهیمواد شو 

 در  . پروتئازهووا[ 3]   شوندیم  استفاده  منسوجات  فاضلا  و

 هازسووازوارهیر  و  حیوانووات  گیاهان،  بیولوژیکی  فرایندهای

 انتقووال  زیموووژن،  یسووازفعال  خووون،  انعقوواد  در  مثال  رایب

 و  سلول  و نمو   رشد  تومور،  رشد  غشا،  از  ترشحی  نیپروتئ

 ؛]  کننوودیم بووازی  را  حیوواتی  یانقش   هانیپروتئ  کاتابولیسم

 برای  داروسازی  صنعت   در  گسترده  طورب   پروتئازها  . از[ 5

 و  هووازخم  بهبووود  بوورای  پمادهووایی  نظیر  دارویی  مواد  تهی 

 دارویووی  اهووداف  بووا  مختلووف  الیگوپپتیوودی  ترکیبات  تولید

از بووین   بوورای  پزشووکی  در  هامیآنزاز این  .  شودیم  استفاده

 پوسووت   حذف  و  شت بردا  گوارش،  دستگاه  یهاانگل  بردن

. [ 1]   شووودیم  نیووز اسووتفاده  سوووختگی  بووا  در بیماران  مرده

 تواننوودیما تولیوود پپتیوودهای کوچوو   بوتئازها  رهمچنین پ

 یهوووات یفعال رکی دژییولوووو ب مووو  ر رعناصووو  عنوانبووو 

الا بوو   فشووارخونی و کاهنووده  بوو ور، ضوود میکیدانیاکسیآنت

 .[ 6]  شونداستفاده  

 هووامیآنز ولیوودبوورای ت مناسووبی منبووع هازسووازوارهیر

 هوواآن  در  موجووود  یهووامیآنز  کوو   چرا  ؛شوندیممحسو   

 نیووز و داشووت  تنووو  بیوشوویمیایی خصوصوویات ازنظوور

 برخوووردار  بیشووتری  امکووان  از  هاآن  در  ژنتیکی  یکاردست 

 فضووای  بوو   نیوواز  سریع،  رشد  دلیل  ب   موجودات  این.  است 

 بووا  جدیوود  یهووامیآنز  تولیوود  آسانی  و  کشت   برای  محدود

 در .[ 7] هسووتند  توجوو  مورد بسیار ،افت یرییتغ خصوصیات

 باکتریووایی،  انوووا   شووامل  کوو   میکروبووی  پروتئازهووای  میان

 از باکتریووایی پروتئازهووای ؛باشووندیم ویروسووی و قووارچی

. بسوویاری از اندگرفت   قرار  توج   مورد  بیشتر  صنعتی  لحاظ

پروتئاز خارج سوولولی و داخوول   باسیلوسجنس    یهاگون 

 بووازده  تخمیر،  عالی  دلیل کیفیت   و ب   نندک یمسلولی تولید  

 جووانبی و تولید مقووادیر انوودص محصووولات  محصول  بالای

پروتئوواز   دکننوودهیتول  یهاگون   نیترمحبو   عنوانب سمی  

 .[ 9 ؛8]   شوندیمدر فرایندهای بیولوژیکی شناخت   

 جوونس  پروتئازهووای  از  بسیاری  ب   مربوط  خصوصیات

 یسووازهمسان   هاآن  اب  مرتبط  ژن  و  شدهییشناسا  باسیلوس

از خصوصوویات ایوون   یاخلاص ک     است   شده  یابییتوال  و

 رای. بوو [ 15  -10؛  8]   شووودیمدیووده    1در جوودول    هامیآنز

 ،B. subtilis یهووایباکتر از aprE ژن یهوواهمولوگ لمثا

B. licheniformis CH3-17 و B. amyloliquefaciens 
کوو    اندشدهنایب  باکتریایی  میزبان  درون  هترولوگ  صورتب 

 27-29 طووول  بوو   ییهووانیپروتئ  و  بوده  فعال  زیستی  ازنظر

لووین و   نیچنوو هم.  [ 17  ؛16]   انوودکرده  دتولیوو   را  کیلودالتون

 متعلوو   پروتئوواز  آلکالین  ژن  یسازهمسان   از  پس  همکاران

 این بیان ،pGM-Tناقل در aprنام  ب  B. licheniformisب  

 تأ یر  ادام   در  و  داده  رقرا  مطالع   مورد  بیانی  ناقل  در  را  ژن

 نوترکیووب   پروتئوواز  ایوون  بیووان  بوور  را  کشووت   محیط  اجزای

پوووس از  دیگووور یامطالعووو  . در[ 18]  انووودکرده بررسوووی

 B. licheniformisمتعلوو  بوو   eprو بیان ژن  یسازهمسان 

پووروتئین نوترکیووب  مولکووولی گرچ  جرم ک   شد  مشخص

فعووال  اما ایوون پووروتئین فوورم  ،کیلودالتون است   55تولیدی  

آنزیم نبوده و نیازمند ی  هضم آنزیمی برای فعووال شوودن 

و بیووان  یسووازهمسان عوولاوه بوور  نیچنوو هم. [ 19]  اسووت 

، E. coliدر بوواکتری  B. licheniformisپروتئازها متعل  ب  

در  هوواژنایوون  و بیووان یسووازهمسان مطالعوواتی در زمینوو  

اسووت کوو   شوودهانجام نیووز B. subtilis WB600بوواکتری 

 65نمونوو  تانووگ و همکوواران موفوو  بوو  افووزای     عنوانب 

 بوواکتری  درصد تولید پروتئین نوترکیب آلکالین پروتئاز در

B. subtilis WB600  [ 20]  اندشوودهنسبت ب  سوی  اصلی .

 .B از پروتئوواز آلکالین ژن انتقال با نیز همکاران و سالی 

licheniformis  ب B. licheniformis  بیووان بووی  بوو  موف 

 یهامطالعوو با وجود  .  [ 21]   اندشده  باکتری  این  در  ژن  نای

 B. licheniformisروی پروتئازهووای  شوودهانجامگسووترده 
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 .B بوواکتری بوو  متعلوو  aprX ژن روی یامطالع  گون چیه

licheniformis  است. نشدهانجام 

بووا  هووامیآنزرمزکننووده  یهوواژناز آنجووایی کوو  توووالی 

بنووابراین  ،مسووتقیمی داردرابطوو   هوواآنساختار و عملکوورد  

مهندسووی   یهوواروشآگاهی از توالی ژن برای اسووتفاده از  

بووالا بووردن   جوو یدرنتو    هووازبانیمدر سووایر    منظورب ژنتی   

 از آن نق  بسووزایی دارد. هوودف  یسازن یبهتولید آنزیم و  

 سوورین  بیووان ژن  و  یسووازهمسان   جداسووازی،  مطالع ،  این

 تا بود aprXعنوان  با ،B. licheniformisباکتری  از پروتئاز

 ضمن شناسایی توالی و عملکرد آنووزیم مووورد مطالعوو ، در

 DNA  یفنوواور  کموو   بوو   آن  از  بتوووان  یندهآ  یهاپ وه 

همچنووین . کوورد اسووتفاده تجاری خاص اهداف با  نوترکیب 

شناخت بیشتر نسبت ب  عملکوورد ایوون   منظورب لازم است  

 و یددوبعوو  سوواختار و بیوشوویمیایی خصوصوویات آنووزیم،

 اداموو  در و  شووود  ینیب یپ  مطالع ،  مورد  پروتئین  یبعدس 

 یهوواژن  گووروه  در  آن  جایگوواه  تعیووین  بررسی  منظورب   نیز

 شووده  یسووازهمسان   نژ  فیلوووژنتیکی  و  همولوژی  پروتئاز،

 گیرد.  انجام نیز

 

 هالوس یباس شده متعل  ب  یسازهمسان از پروتئ  یهاژناز خصوصیات   یاخلاص   1جدول 

 نوع پروتئاز م جنس و گونهنا
وزن مولکولی 

 آنزیم

دمای بهینه  

 فعالیت آنزیم 

pH  بهینه فعالیت

 آنزیم
 منبع 

Bacillus sp. 
  آلکالین سرین

 پروتئاز 
kDa 34 50 11 

Yamagata and 

Ichishima 1995 

[14 ]  

B. amyloliquefaciens پروتئاز   آلکالین kDa 31 50 5/9 
Huang et al. 

2012 [12 ]  

Bacillus lehensis پروتئاز  سرین kDa 39 50 8/12 
Joshi et al. 2013   

[8 ]  

B. licheniformis  آلکالین پروتئاز kDa 30 70 10 
Hadjidj et al. 

2018 [11 ]  

Bacillus pumilus 
پروتئاز  سرین

 )فیبرینولیت ( 
kDa 27 40 8 

Yao et al. 2018 

[15 ]  

B. subtilis RD7 
  آلکالین سرین

 پروتئاز 
kDa 43 40 10 

Suberu et al. 

2019 [13 ]  

B. lehensis JO-26 
  آلکالین سرین

 پروتئاز 
kDa 34 50 10 

Bhatt et al. 2020 

[10 ]  

 

 لیووزوزیم و  آنووزیم  از  استفاده  با  ژنومی  DNA  استخراج

 توسووط چنووگ و همکوواران انجووام  شدهانیبروش    براساس

 ل یوسوو ب  آن کیفیووت  و کمیووت  آن از پووس و [ 22]  گرفووت 

 (،انگلستان  Labomed-UVD3200)  اسپکتروفتومتر  هدستگا

 ژل الکتروفووورز و نووانومتر 280 و 260 یهوواموجطول در

 روی  PCR  واکوون .  شوود  بررسووی  مورد  درصد  1/ 2  آگارز

DNA از اسووتفاده بووا استخراجی Pfu DNA polymerase 

(fermentas) دسووووتگاه در آغازگرهووووا و Eppendorf 

Mastercycler Gradient شوود انجووام چرخوو  35 بوورای .

 واسرشتگی  مرحل :  شامل  چرخ   هر  زمانی  و  دمایی  شرایط

 مرحلوو    انیوو ،  30  موودت  بوو   سانتیگراد  درج   94  دمای  در

 و  دقیقوو   یوو   مدت  ب سانتیگراد    درج   60اتصال با دمای  

 یوو   موودت  بوو   سانتیگراد  درج   72  دمای  در  تکثیر  مرحل 

 94  یدمووا  در  اولیوو   واسرشتگی  مرحل   همچنین.  بود  دقیق 

 دمووای  در  نهووایی  تکثیوور  مرحل   و  دقیق   3  سانتیگراد  درج 

. گرفووت  انجووام دقیقوو  5 موودت بوو  گرادیسووانت درجوو  72
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( bp  1329)  موردنظر  اندازه  با  PCR  محصول  یسازخالص

 نوکلئیوو   اسووید  اسووتخراج  کیووت   از  استفاده  با  ژل  روی  از

Bioneer  انجام شوود سازنده  شرکت   دستور کار  براساس  و .

 بووا pTG19-T پلاسوومیدی  ناقل  و  موردنظرژن    نمیا  اتصال

 2 موودت بوو  T4 (Takara) لیگوواز DNA آنووزیم از استفاده

 در سوواعت  16 و سووانتیگراد درجوو  22 دمووای در سوواعت 

محصووول  [.23] پووذیرفت  انجووام سووانتیگراد درج   4  دمای

 مسووتعد یهاسوولول بوو  حرارتووی شوووص  روش بوو  اتصووال

 انتقووال DH5α سوووی ( Escherichia coli) شوویاکلاییاشر

 هووایباکتر آبی،-سفید  آزمون  انجام  منظورب .  [ 24]   شد  داده

  یووو وتیبیآنت حووواوی LB جامووود کشوووت  محووویط روی

 X-gal  و  IPTG  میکرومووولار،  100بووا غلظووت    نیلیسیآمپ

 37 دمووای در تیمووار ساعت   16  از  پس  و  شدند  داده  کشت 

 یهووایکلون  عنوانب   سفید  کلونی  تعدادی  ،گرادیسانت  درج 

 اسووتخراج. شوودند تر یوو دق بررسووی و انتخووا  ترکیووب،نو 

 بووا  قلیووایی  لیووز  روش  از  اسووتفاده  با  نوترکیب   پلاسمیدهای

 بووا  نوترکیب   یهایکلون  و[  25]   گرفت   انجام  SDS  استفاده

 دو  از  استفاده  با  آنزیمی  هضم  و  PCR  روش  دو  از  استفاده

 DNA  یابیوو یتوال.  شدند  بررسی  HindIII  و  EcoRI  آنزیم

 Bioneer  شوورکت   ل یوسب   نوترکیب   قطع   اویح  پلاسمید

 T7  باکتریوفوواژ  پروموتر  آغازگر  از  استفاده  با  و  جنوبی  کره

 پلاسوومیدهای. شوود انجووام برگشووت  و رفووت  جهت   دو  در

pTG19-T-aprX    و  )+(pET28a   بووا  جداگانوو   صورت  ب 

 آنزیمی  هضم  مورد  HindIII  و  EcoRI  آنزیم  دو  از  استفاده

)+(  پلاسوومید در aprX بوو  مربوووط ژن و گرفتوو  قوورار

pET28a  یسووازهمسان  صووحت  و شوود یسووازهمسان 

سوووی   E. coliپلاسمید نوترکیب بوو  بوواکتری  .شد بررسی

BL21 (DE3)  [ 24انتقال داده شد .] 

 His-Q65IP4بیان و تخلیص پروتئین  -2

 10نوترکیووب بوو   BL21 (DE3) یهووایکلنیکووی از 

انامایسین تلقیح میکرومولار ک   50مایع حاوی    LB  تریلیلیم

بووا سووانتیگراد درجوو     37سوواعت در دمووای    14و ب  مدت  

سووپس یوو  دور در دقیقوو  قوورار داده شوود.  180سوورعت 

 LB  تریلیلیم  50ب   این سوسپانسیون باکتریایی    از  تریلیلیم

 موووردنظر  ODافزوده و در انکوباتور قرار داده شد تووا بوو   

یووایی در بیووان ژن سوورین پروتئوواز در میزبووان باکتر. رسووید

و  37 و 30 ،25 ،22 ،16شوورایط مختلووف دمووایی شووامل 

و در  IPTG موووولاریلیمو یووو   0/ 5،  0/ 1 یهووواغلظت 

 ل یوسوو ب   IPTGساعت پووس از القووا    20و    8،  4  یهازمان

SDS-PAGE  1/ 5مووورد بررسووی قوورار گرفووت. مقوودار 

 7000در شوورایط مختلووف، در    القاشدهاز باکتری    تریلیلیم

یفیوژ شوودند و رسووو  ردرجوو  سووانت 4دور در دقیقوو  در 

-Tris  مولاریلیم  TE  (10میکرولیتر بافر    200در    هایباکتر

HCl    مولاریلیم  1و  EDTA  توسووط   هایباکتر( حل شد و

 مرحل   ده  شامل  امواج فراصوت لیز گردیدند. سونیکاسیون

 یوو   روی  و  مرحل   هر  بین  فاصل   دقیق   ی   با  یاق یدق ی

سوواخت  UP50Hاولتراسووونی  موودل   با استفاده از دستگاه

درصوود و   100آلمان بووا دامنوو  امووواج    Mhielsherشرکت  

شد. پروتئین کل و فاز محلول هوور  درصد انجام  70چرخ   

 SDS-PAGE  15 ژل روی بررسووی بوورای هانمون از ی  

قطعوو   کوو نیاگردیوود. بووا توجوو  بوو   بارگووذاری درصوود

ی  دنبالوو  شده در انتهای آمینی خود دارای    یسازهمسان 

پروتئین هدف با   یسازخالصهیستیدینی است؛    ییتاش 

استفاده از روش کروماتوگرافی جذبی و ب  کم  رزیوون و 

انجام شد.  Thermo scientificشرکت  دستور کار براساس

دات بوولات   روشتأیید بیان پروتئین هترولوگ از    منظورب 

ضوود دنبالوو  هیسووتیدینی )محصووول شوورکت  یبووادیآنتو 

Biolegend  ) اولی  استفاده شوود. در ایوون   یبادیآنت  عنوانب

پراکسوویداز   بووا  نشوواندار  موش  IgG  علی   یبادیآنتپ وه   

دوم مووورد   یبووادیآنت  عنوانبوو   Bio-Radساخت شوورکت  

در حضووور پراکسووید  ت یوو درنهااسووتفاده قوورار گرفووت. 

 Diaminobenzidineهیوودروژن و سوبسووترایی بوو  نووام 

(DAB)  بوور روی   یبووادیآنت  –  ژنیآنت، در محل کمپلکس

 رنگ ایجاد شد.   یاقهوه یهالک غشا  



_ ...   ی، بیان و بررسی بیوانفورماتیکیسازهمسان   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _  جشوقانی و حسینی _

69 

 ی آنزیم نوترکیب وتئازرسنج  فعالیت پ -3

شووده،   یسووازخالص  فعالیت آنزیم پروتئوواز نوترکیووب 

کمبهاوی با استفاده از کازئین یوو  درصوود   روش  براساس

با س  تکوورار سوبسترا و منحنی استاندارد تیروزین    عنوانب 

پروتئوواز،   میآنووز  ت یوو واحد فعال   ی  [.26]   شد  یریگ اندازه

  یوو  قوو یدر هوور دق توانوودیماسووت کوو   یموو یمقوودار آنز

 بوورایکند.  دیتول  یآزما طیرا در شرا  نیروزیت  کرومولیم

 یسازخالص  آنزیم نوترکیب   ازیموردن  یون  آوردن  دست   ب 

 یهوواونی حضووور نوترکیب در  آنزیم  فعالیت   نخست   شده،

 10 و 5 ،2 نهووایی یهووالظت غ بووا کلسوویم و منیووزیم روی،

 بوور  دما  تأ یر  بررسی  منظورب سپس  .  شد  بررسی  مولاریلیم

نوترکیووب   آنووزیم  فعالیووت   سنج   آنزیم نوترکیب،  فعالیت 

 دماهای  در  موردنظرشده با غلظت بهین  یون    یسازخالص

. شوود انجووام سووانتیگراد درجوو  70 و 60 ،50 ،40 ،30 ،20

میکرولیتر  500 کن وا توقف برای دقیق ،  30  مدت  از  پس

TCA  شوود و  اضوواف  هوواالیو از دامهرک   ب   درصد  20  سرد

 آنووزیم فعالیووت  و قرائووت  نووانومتر 280 در هوواآن جووذ 

 70-20)  مختلووف  دماهووای  شده در  یسازخالصنوترکیب  

 پروتئوواز سوونج   واکوون   .شوود  ( بررسوویدرج  سانتیگراد

 بهینوو  دمووای در ( و12-4) مختلووف یهوواpH بووا آنزیمووی

 جووذ  و شده انجووام  یسازخالصنوترکیب    زیمآن  فعالیت 

 پروتئوواز آنووزیم  فعالیووت   و  قرائووت   نانومتر  280  در  هانمون 

( 12-4) مختلووف  هووایpH  درشده    یسازخالصنوترکیب  

 (2)جدول  .شد  بررسی

 

 حاضر  پ وه  در شدهاستفاده آغازگرهای  2 جدول

 نام آغازگر  توالی آغازگر 
5'-AAGAATTCATGTTCGGTTCCTACATGGTTCAAATG-3' aprX1329F 

5'-ATAAGCTTCGGTCTTTAGTCTTGCGGCAC-3' aprX1329FR 
 

 نوکلئوتیوودی توووالی Translate برناموو  از اسووتفاده بووا

 یهووای گ یو و شوود ترجموو  یابیوو یتوال فراینوود از حاصوول

 از اسووتفاده بووا آمدهدسووت ب  پووروتئین فیزیکوشوویمیایی

 و ProtParam، ProtScale، TMHMM یهابرنامووووووووو 

Signalp تارنموووووووووووووووای  در موجوووووووووووووووود

(https://www.expasy.org/proteomics) شوود بررسووی .

 شیاکلاییاشر  باکتری  در  بیان  از  پس  پروتئین  بودن  محلول

تارنموووای  در موجوووود SCRATCHبرنامووو   ل یوسووو ب 

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu)آنلاین   سرور  ( و

Recombinant Protein Solubility Prediction  نشووانی  ب

http://www.biotech.ou.edu  گرفووت  قوورار یموردبررسوو .

 یهووانیدوم و شوودهحفاظت  یهووایتوالبررسووی  منظوربوو 

 ScanProsite یهابرنامووو  از پووروتئین ایوون در موجووود

(http://prosite.expasy.org/scanprosite)،  supfam 

)http://supfam.org(    وPfam  (http://pfam.xfam.org) 

 سووایر  بوواشده    مطالع   پروتئاز  تحلیل  و  تجزی .  شداستفاده  

انجووام   MEROPSاطلاعوواتی    بان   با استفاده از  پروتئازها

از  آمدهدسووت ب  اسوویدآمین  . در اداموو  توووالی[ 27]  شوود

Translate   یهابان   در  مشاب   یهانیپروتئ  یافتن  منظورب 

 و شوود جسووتجو  pBLASTبرناموو   از اسووتفاده با  اطلاعاتی

 بیشووترین  کوو )  مختلووف  منووابع  از  پروتئینووی  توالی  تعدادی

 بوورای  و  انتخووا   ،(داشووتند  موووردنظرتوووالی    با  را  شباهت 

 و (3 جوودول) شوودند اسووتفاده چندگانوو  یسووازفیردهم

 از ادهاسووتف بووا aprXمربوووط بوو  ژن  فیلوووژنتیکی درخووت 

 MEGA (Molecular Evolutionary Genetics افووزارنرم

Analysis)   تشاب   یهاسیماتر  از  استفاده  با  و  5/ 2  ویرای 

 یهایبنوودگروه  اعتبارسوونجی  درجوو .  شد  ترسیم  گوناگون

 ؛28] شوود  تعیین تکرار 1000 با و Bootstrap با جادشدهیا

29.] 

 SOPMA  ل یوسوو ب   پووروتئین  سوووم  و  دوم  ساختارهای

 [30 ]،PHYRE2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi

http://www.biotech.ou.edu/
http://supfam.org/
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?id=index)، PyMOL تارنمووووووای در موجووووووود 

(https://www.pymol.org)،  I-TASSER 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER )

 تعیووووین RAPTORX (http://raptorx.uchicago.edu)و 

 استفاده  با  مطالع   مورد  پروتئین  سوم  ساختار  نیچنهم.  شد

 الگووویی چنوود روش بوو  9v16 Modeller افووزارنرم از

 تخمووین بوورای C (C-score) امتیاز از. [ 31]  شد یسازمدل

 اسووتفاده I-TASSER توسط شدهینیب یپ  یهامدل  کیفیت 

 پارامترهووای کیفیووت  ارزیووابی منظوربوو  نیچنوو هم .شوود

نووام  بوو  یافووزارنرم از شوودهمیترس یهاموودل سوواختاری

procheck تارنمووووووووووووووای  در موجووووووووووووووود

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVESبرای  ترسیم  ( 

 Q-meanنیووز  اداموو  در و شد استفاده راماچاندران نمودار

score  )http://swissmodel.expasy.org/qmean(    و-Z

score 
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php )

   [.32]  شد محاسب  هامدل

 

 نتایج -4

 یهااایتوال  بررسی  و  ، بیانیسازهمسانه  ،یجداساز

 تااوالی فیزیکوشاایمیایی یهااایژگی و و آمینواساایدی

 آمدهدستبه پروتئین

 aprX  رمزکننووده  ژن  باکتریایی،  DNA  استخراج  از  پس

 جداسازی B. licheniformis باکتری از PCR از استفاده با

پووس .  شوود  یسازهمسان   pTG19-T  پلاسمیدی  ناقل  در  و

 انجووام بووا یسووازهمسان  فراینووداز اسووتخراج پلاسوومید، 

دوگانوو    آنزیمی  هضم  الف( و  -1)شکل    PCR  یهاآزمون

 bp  با تولید قطع  ب  اندازه HindIIIو  EcoRIبا دو آنزیم 

 فرو بووا  درصوود  1/ 2ت  باند بر ژل آگارز    صورتب   1329

TBE  یابییتوال  نتایج  نیچنهم.  شد  تأیید  DNA  داد  نشووان 

 چندگانوو   جایگوواه  روی  درستی  ب   ،aprX  رمزکننده  ک  ژن

 .(2است )شکل    گرفت  قرار pTG  ناقل  یسازهمسان 

 

 ج:                                        :                                 الف:                                  

 
 از حاصوول نتووایج -3و  2و  Kb، 1 1اندازه مولکووولی  نشانگر -M مرازیپل یارهیزنج واکن  از استفاده با aprXژن  تکثیر -الف  1 شکل

 -1Kb  1نشووانگر انوودازه مولکووولی -pTG-aprX M نوترکیب پلاسمید آنزیمی هضم از حاصل نتایج - ؛  PCR ل یوسب  aprXژن  تکثیر

-pET28 بیوو نوترک دیپلاسووم یموو ی حاصل از هضم آنز جی نتا -ج ؛HindIIIو  EcoRI می هضم شده با دو آنز بینوترک pTG-aprX  دیپلاسم

aprX  M-  ینشانگر اندازه مولکولKb1  1-    پلاسمید    -2پلاسمید نوترکیب هضم نشدهpET28-aprX  آنووزیم  دو  نوترکیب هضووم شووده بووا 

EcoRI و HindIII 

 

http://swissmodel.expasy.org/qmean
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 NCBI پایگاه در موجود پروتئاز ژن توالی با pTG-aprX نوترکیب پلاسمید یابی ی التو از ل حاص توالی  2 شکل

 

 aprX ژن فیلوژنتیکی درخت ساخت برای شدهاستفاده پروتئینی یهای توال  3 جدول

 ژن اختصاصی نام جنس و گون   ردیف
 در پروتئین اختصاصی نام

 UNIPROT پایگاه
 دسترسی شماره

  درصد

  تشاب 

 پروتئین
1 B. licheniformis AprX Q65IP4 NC_006322.1 100 
2 B. subtilis AprX Serine protease AprX 

O31788 NC_000964 71 
3 B. gobiensis AM592_19005 A0A0M5JMB5 NZ_CP012600 68.8 
4 B. halodurans aprX Intracellular alkaline 

serine protease Q9KBJ7 NC_002570 68.6 

5 B. oleivorans SAMN05877753_101131 Serine protease AprX 

A0A285CH30 SNX66819.1 68.9 

6 Gracilibacillus 

orientalis SAMN04487943_101608 Serine protease AprX 

A0A1I4HRS8 SFL44939 62.2 
7 B. pumilus BPUM_1616 Serine protease A8FDI1 NC_009848.4 62.8 
8 Salinibacillus 

kushneri SAMN05421676_103147 Serine protease AprX 

A0A1I0CEV5 SET18117 63.1 

9 Lentibacillus 

salicampi E4U82_14845 Serine protease 

A0A4Y9AC97 TFJ91991.1 60.4 

10 Thalassobacillus 

Cyri SAMN05421743_102249 Serine protease AprX 

A0A1H3XVP1 SEA02632.1 61.4 

11 Alteribacillus 

bidgolensis SAMN05216352_102473 Serine protease AprX 

A0A1G8F131 SDH75822 60.3 

12 Tenuibacillus 

multivorans SAMN05216498_2945 Serine protease AprX 

A0A1H0DUE9 SDN73708 58.1 

13 Paenibacillus 
Yonginensis 

AWM70_02105 
Serine protease 

A0A1B1N6J5 
NZ_CP014167 56.2 

14 B. asahii D1953_19810 
Serine protease 

A0A398AVZ8 
RID81837 55.6 

 

  صوووورت ب    pET28a)+( و    pTG-aprXپلاسووومیدهای  

برش یافتند و پووس   ، HindIII و  EcoRI  آنزیم   دو   جداگان  با 

طی فراینوود    pET28a)+(   شده خطی   ناقل   در   aprX  از آن ژن 

  T4 (Takara)  گوواز لی   DNAاتصووال و بووا اسووتفاده از آنووزیم  
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  بوواکتری   بوو    pET28a-aprXپلاسمید نوترکیب    و   شد   الحاق 

E. coli    سوی  DH5α   هضووم آنزیمووی بووا   با   و   شد   داده   انتقال  

  و   ژن   حضووور   ی، اب یوو ی توال و    HindIII  و   EcoRI  آنووزیم   دو 

  (.  -1)شکل  شد   تأیید   ی درست ب    آن   استقرار 

-pET28a پلاسوومید نوترکیووب، پووروتئین تولیوود بوورای

aprX  پلاسمید  همچنین  و  )+(pET28a  میزبان  ب   ژن  فاقد 

 وزن. شوودند انتقووال داده BL21(DE3)  یسو  E. coli بیانی

 ترتیووب  بوو  His-Q65IP4 و Q65IP4 پووروتئین مولکووولی

 بانوود وجووود. شوود ینوو یب یپ کیلودالتووون 51/ 77 و 48/ 22

-SDS  ژل  بوور  کیلودالتووون  51  محدوده  در  واضح  پروتئینی

PAGE حضووور در IPTG ( مووولاریلیم 0/ 5بووا غلظووت )

 درجوو  37 دمووای درالقاکننووده  حضووور عوودم بوو  نسووبت 

 تولیوود  بیووانگر  IPTG  افووزودن  از  پووس  ساعت   4  دیگراسانت

(. گرچوو  وزن الووف -3شکل ) بود نوترکیب   پروتئین  موف 

اغلووب   یدر محدوده وزن مولکووول  یدیتول  میآنز  یمولکول

 یولکووولبوو  وزن م  یوو اما نزد ،پروتئازها قرار ندارد  نیسر

 B. subtilis DMA-09 پروتئوواز نیآلکووال یشده براگزارش

 ل یوسب  شدهانیب نیو پروتئ B. circulans MTCC 7906و

[. 34 ؛33 ؛19]  اسووت  B. licheniformisمتعل  ب   eprژن 

 از نوترکیووب  پووروتئین بیووان  یسووازن یمنظور بهبوو   ادام   در

 سووتفادهسووانتیگراد ا  درجوو   37  و  30  ،25  ،22  ،16  دماهای

 القووای از پس ساعت  20  و  4  ،  0  بیانی  یهانمون   و  گردید

IPTG  در  پووروتئین  بیووان  میزان  بیشترین.  شدند  یآورجمع 

 غلظت  با IPTG القای از پس ساعت   20  و  درج   25  دمای

 (. پووس از -3)شووکل  شوود مشوواهده مووولاریلیم 0/ 5

 دشدهیتول  نوترکیب   ی محلول، پروتئینهانیپروتئاستخراج  

 یسووازخالص  جووذبی  کروماتوگرافی  توسط  محلول  زفا  در

در   پووروتئین  ایوونشده  خالص  نمون   ج-3شکل    در  شد ک 

نیز نتایج   4  شکلدر  .  شودیمدیده    کیلودالتون  51محدوده  

حاصل از دات بلات موجووود اسووت. ردیووف اول حاصوول 

 حوواوی  بوواکتری  بوو   مربوووط  محلووول  پروتئین  واکن  بیان

ی هالکوو  صووورتب اسووت کوو   pET28a-aprX پلاسوومید

صووحت بیووان  دهندهنشووانو  شودیمی رنگ مشاهده اقهوه

پروتئین نوترکیب است و این در حالی است ک  در ردیف 

 نشوودهانیبدوم ک  ژنووی وارد پلاسوومید نشووده و پروتئینووی 

 .شودینمی هم مشاهده اقهوهی هالک   ب یترتنیاب است و 

 

 ج:                      :                                         الف:                                 

 
 . BL21(DE3)سوی   E. coliدر باکتری  دشدهی تول His-Q65IP4پروتئین نوترکیب  یسازخالص بیان و  SDS-PAGEآنالیز    3شکل 

 از شودهاستخراجکول  پوروتئین -2در زمان صفر.  pET28a-aprXاز باکتری حاوی پلاسمید    شدهاستخراجپروتئین کل    -1نشانگر پروتئینی.    -M  -الف

سواعت پوس از القوا  pET28a 4 پلاسمید حاوی باکتری از  شدهاستخراجکل    پروتئین  -3ساعت پس از القا.    pET28a-aprX  4  پلاسمید  حاوی  باکتری

IPTG    ؛مولاریلیمغلظت نیم  با   -  M-  پلاسمید  حاوی  باکتری  از  دهشاستخراج  محلول  پروتئین  -1.  پروتئینی  نشانگر  pET28a-aprX  8   ساعت پوس

 IPTG القوای از پوس ساعت pET28a-aprX  20 پلاسمید حاوی باکتری از شدهاستخراج محلول پروتئین -2. مولاریلیمنیم  غلظت با IPTGاز القای 

 pET28a-aprX  پلاسمید  حاوی  باکتری از شده  یسازخالص  پروتئین -1 -ج  ؛مولاریلیمنیم   غلظت  با
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  بیان -pET28a-aprX  2بیان پروتئین محلول مربوط ب  باکتری حاوی پلاسمید  -Q65IP4  .1آنالیز دات بلات پروتئین نوترکیب   4شکل 

 (+)pET28a  پلاسمید حاوی باکتری ب   مربوط محلول پروتئین

 

 سنج  فعالیت پروتئازی آنزیم نوترکیب  -5

آنووزیم سنج  فعالیت پروتئازی روی    یها یآزما  در

، مشووخص شوود His-Q65IP4شده    یسازخالصنوترکیب  

تووأ یر   بیشترین  مولاریلیم  2ک  یون کلسیم با غلظت نهایی  

و فعالیووت   داردرا بر فعالیت پروتئازی این آنزیم نوترکیب  

درصد نسووبت   115پروتئازی آنزیم نوترکیب تولیدی را تا  

. دادنشووان  از یون کلسیم افووزای   نکردن  ب  حالت استفاده  

 ره  رشده د  یسازخالص  ب کیروتئازی آنزیم نوترفعالیت پ

. شوودکوواه  فعالیووت آنووزیم    ب موجروی  یون    ت ظدو غل

 جیمذکور با نتووا  میبر آنز  میا ر کلس  یحاصل از بررس  جینتا

 Bacillus subtilisپروتئوواز  نیدر مورد آلکووال شدهگزارش

SJ4  و پروتئووازB. amyloliquefaciens دارد  یخوووانهم

 مووولاریلیم  2ت  ظغلچ   رهم گ   منیزیمد  رمو   رد[.  36  ؛35] 

 راما د  ،شد  ب کیروتئازی آنزیم نوترافزای  فعالیت پ  اعث ب

 رکمت  رکلسیم این مقدا  مولاریلیم  2ت  ظغل  تأ یر  ابمقایس   

 . (5)شکل    ودب1 از

 میآنووز  ت یوو دمووا بوور فعال  ریتووأ   یبررس  حاصل ازنتایج  

شووده   یسووازخالصنشان داد ک  آنزیم نوترکیب    ب ینوترک 

درصوود  55 ی درج  سانتیگراد ب 70تا  20در طیف دمایی 

و بهین  فعالیووت آن در دمووای  (  -6)شکل فعالیت داشت   

 ب یوو نوترک   میآنووز  نوو یبه  یدمووا  .درج  سانتیگراد اسووت   50

His-Q65IP4 متعل  ب  پروتئاز  ن یبه یبا دماB. lehensis 

JO-26  ، سرین پروتئاز بوواکتریB. megaterium  یادموو و 

طابقت دارد م  و همکاران  نیپروتئاز مورد مطالع  سار  ن یبه

 [.38 ؛37  ؛10] 

 11تا    5ی  هاpHشده در    یسازخالص  آنزیم نوترکیب 

 جینتووا. الووف( -6)شووکل  داشووت  اسووت فعالیت پروتئووازی  

 ل یوسوو ب مطالع  انجام شده  با نتایج    پ وه   نیحاصل از ا

لوو  بوو  یانگ و همکوواران روی سوو  آلکووالین پروتئوواز متع

Bacillus altitudinis W3 دارد. ایوووون  یخوووووانهم

و  BaApr1کوو  دو آنووزیم  انووددادهپ وهشووگران گووزارش 

BaApr2    در محدودهpH  5 /6    درصوود   60بی  از    10/ 5تا

 60نیووز فعالیووت بووی  از    BaApr9فعالیت دارند و آنووزیم  

 [.39]  دارد pH 5 /10- 5 /11درصووووودی در محووووودوده 

شده توسط سوبرا و همکاران بر در مطالع  انجام    نیچنهم

بوورای  11تووا  pH 6نیز محدوده  B. subtilis RD7 پروتئاز

 میآنووز ت یوو فعال نوو یبه[. 13]  شوودفعالیووت آنووزیم گووزارش 

 pHمشاهده شد کوو  بووا   :8pHدر  His-Q65IP4 ب ینوترک 

 .B آنووزیم فیبرینولیتیوو در مووورد  شوودهگزارش نوو یبه

licheniformis HJ4 ، B. pumilus BS15 و B. subtilis 

HK176 [ 41 ؛40 ؛15]  تطاب  دارد  . 
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 شده یسازخالص  نوترکیب پروتئاز آنزیم فعالیت متفاوت بر یهاغلظت مختلف با  یهاون ی بررسی تأ یر   5شکل 

 

  :                                        الف:                                                           

 
  نوترکیب پروتئاز آنزیم فعالیت بر  دما ا ر بررسی -   ؛شده یسازخالص بر فعالیت آنزیم پروتئاز نوترکیب  pHبررسی ا ر  -الف   6کل ش

 . شده یسازخالص 

 

 چووارچو   کوو   داد  نشووان  نوکلئوتیوودی  توووالی  بررسی

 شووده بت  aprXپروتئوواز  سوورین رمزکننده DNA بازخوانی

 بووا شووماره  NCBI GenBank نوکلئوتیدی توالی پایگاه در

 بووا کوو  بوووده bp 1329 طووول بوو  NC_006322.1دستیابی 

پایووان پیوودا  TAA یهاکوودون بووا و آغازشده ATG کدون

 بررسووی. کنوودیم رمز را آمینواسید 456 با  پروتئینی  و  کرده

 استفاده  با  آمدهدست ب   پروتئین  فیزیکوشیمیایی  یهای گ یو

 مولکوووولی نوز کووو  داد نشوووان ProtParamبرنامووو   از

 پووروتئین  شوودهینیب یپ  آیزوالکتریوو   نقط   و  شدهمحاسب 

مولکوووووولی  فرموووووول بوووووا aprXرمزکننوووووده  ژن

20S662O590N3360H2110C،   کیلووو   48/ 22  بووا  برابوور  ترتیب   ب 

پووروتئین  ناپایووداری شوواخص .باشوودیم 5/ 69 و دالتووون

محاسووب  شوود و  35/ 16 لولوو  در aprX ل یوسوو ب کدشووده 

 ردیگ یم  قرار  پایدار  یهانیپروتئ  رست   رپروتئین د  ج یدرنت

 مهووم  عاموول  ی   عنوانب   آلیفاتی   . همچنین شاخص[ 42] 

حوورارت  برابوور در هووانیپروتئ مقاومووت  بوورآورد منظوربوو 

 میووزان  بوو   کوو   شد  محاسب   Q65IP4  برای پروتئین  82/ 26

 .B در موجووود پروتئوواز آلکووالین مووورد در شوواخص ایوون
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lehensis B. amyloliquefaciens SP1   وB. safensis 
 ایوون درشووده  پروتئین مطالع   و  [ 44  ،43  ،8] نزدی  است  

 ب  حرارت برابر در پایدار یهانیپروتئ  گروه  در  را  پ وه 

 از پووروتئین یا پپتید ی  GRAVY . مقدار[ 45] آورد  شمار

 تعووداد  بر  تقسیم  هان یدآمیاس  هم   هیروپاتی  مقدار  مجمو 

مووورد   در  ک   دیآیم  ب  دست   نپروتئی  توالی  یهان یدآمیاس

Q65IP4  شوواخص  این  منفی  مقدار.  است   -0/ 341  با  برابر 

 عمرم ین.  است   قطبی  غیر  پروتئین مذکور  ک   دهدیم  نشان

 در  ساعت،  30  پستانداران  یهااخت ی  درشده  مطالع     توالی

 سوواعت  ده از بووی  E. coli در و ساعت  20 از بی  مخمر

 بووا شوودهمحاسب   Hydropathyشوواخص. شوود ینوو یب یپ

 نشووان کیت و دولیتلروش  ب  ProtScaleبرنام    از  استفاده

 کوو  از  بوووده  زیوو گرآ شووده    مطالعوو   پروتئاز  سرین  ک   داد

 بووار  ن یدآمیاس  57  ،عدد(  442)  آمین   اسیدهای  کل  مجمو 

 مثبت   بار  با  هان یدآمیاس  کل  تعداد  ک یدرحال  داشتند؛  منفی

برناموو   ل یوسوو ب   کوو  بوورآوردی اسوواسر. ب[ 46]  بووود 49

SCRATCH  گرچ  س  بانوود دی سووولفیدی در ؛  انجام شد

 آن  بووودن  محلول  ، میزانشودیمتشکیل    Q65IP4پروتئین  

 لذا  .باشدیم  0/ 668344  با  برابر  احتمالی  دارای  بیان  از  پس

. شووودیم  بیووان  محلووول  صورتب   ک   گرفت   نتیج   توانیم

 پووروتئین  ،supfamبرناموو     در  شوودهمشاهده  نتایج  براساس

-subtilisinخووانواده  بالا ب  متعل  aprXکدشده توسط ژن 

like  برناموو   از  حاصل  . نتایجباشدیمPfam کوو  داد نشووان 

 peptidase_S8دومووین  Q65IP4مربوط ب  پووروتئین    توالی

پروتئین کدشده   ScanPrositeبرنام     برآورد  براساس.  دارد

ناحیوووو  در را  subtilaseدومووووین  aprXژن  ل یوسوووو ب 

ک  این نتووایج بووا نتووایج   دارد  439تا    126آمینواسیدی بین  

 aprتوسط والبوزی و همکاران در مووورد ژن    شدهگزارش

 بررسووی طی . در[ 47]  مطابقت دارد B. subtilisموجود در 

 پروتئین توالی در TMHMM  برنام   از  استفاده  با  شدهانجام

Q65IP4  تمووام  و  شوودن  مشوواهده  غشووا  از  گذرنووده  دومین 

کوو  در ایوون   انوودقرارگرفت   سلول  خارج  در  پروتئین  نواحی

 ت مشوواب  اسوو  هانیزیلیسوووبتگووروه  یاعضاوی گی با سایر 

در  Q65IP4پوووروتئین  MEROPS. در پایگووواه داده [ 48] 

ک  جایگاه فعال آنزیم شووامل   ردیگ یمقرار    S08.137گروه  

Asp155 ،His187 ،Asn293  وSer384 در ایوون باشوودیم .

. کنوودیمنوکلئوفیوول عموول    عنوانب سرین    هامینزآگروه از  

بوده و هر س  موتیف   S8Aاین آنزیم متعل  ب  زیرخانواده  

عملکردی مربوط ب  ایوون زیرخووانواده در توووالی پووروتئین 

ایوون ژن نیووز مشوواهده شوود و نتووایج  ل یوسوو ب رمزشووده 

موجووود  aprدر مورد ژن  شدهگزارشبا نتایج    شدهمشاهده

و سایر اعضای خانواده سرین پروتئازهووای  B. subtilisدر 

 [.48 ،47دارد ]  مطابقت   نیزیلیسوبتشب 

 

پااروتئین  فیلااوژنتیکی و همولااوژی بررساای -6

Q65IP4 پروتئازها  سایر با 

بووا   aprXپروتئاز    سرین  از  آمدهدست ب   توالی پروتئینی

پووروتئین  .شوودند مقایسوو  دیگوور موجووودات پروتئازهووای

Q65IP4 یهووانیپروتئ بووا را تشوواب  بووالاترینO31788  

 .Bبوو   متعلوو  B. subtilis، A0A0M5JMB5در  موجووود

gobiensi  وQ9KBJ7 بوو   مربوووطB. halodurans  بوو 

 ک ییازآنجا. دارد درصد 68/ 6 و 68/ 8،  71  میزان  ب   ترتیب 

 B. subtilis گونوو  با ژنتیکی ازنظر B. licheniformis گون 

کوو  بیشووترین   فت ریمانتظار    [ 49]   دارد  شباهت   درصد  84

دیده شووود.  B. subtilisشباهت پروتئین مذکور با پروتئین 

 یهووایتوال ،3 جوودول در ذکرشووده یهووایتوال تمووامی در

(157-155  )DTG  ،(193-186  )GHGTHCAG( ،184-

181 )PYDD، (315-311 )ITVGA ( 381-386و )

SGTSMA   مووورد  در  یشدگ حفاظت .  هستند  شدهحفاظت 

 جایگوواه  در  موجووود  اسووید  ارتی آسووپ  و  هیستیدین، سرین

 هانمونوو و سووایر  B. licheniformisایوون آنووزیم در  فعووال

و   کوییوود  یهاافتوو یکوو  بووا نتووایج    شووودیم  مشاهده  کاملاً

 ضوومن مقایسوو   پ وهشگرانهمکاران  مطابقت دارد. این  

 .B سوولولی داخوول پروتئازهای سرین ن یدآمیاس هایتوالی
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subtilis پروتئازهووای سوورین بووا Carlsberg و Subtilisin 

BPN  بوور  کوو  عوولاوه  نددیرسوو ب  این نتیج     سلولی  خارج 

 فعووال جایگوواه ییتاسوو  اسوویدآمین  هووایتوالی همولوووژی

 هیسووتیدین، نووواحی و آسووپارتات سوورین، شووامل آنزیمووی

 نمایووانگر  کوو   اسووت   شوودهحفظ  کاملاً  فعال  جایگاه  اطراف

 از سوولولی خووارج و داخوول پروتئازهووای شوودن منشووعب 

 آسووپارژین نیچنوو هم .[ 50]  باشوودیم مشووترص  اجوودادی

( شووده  یکی از اجزای جایگاه فعال آنزیم مطالعوو   عنوانب )

 درخووت  ترسوویم در شوودهاستفاده یهانمونوو  بیشووتر در

پوو وه    رد  .باشوودیم  شوودهحفاظت   صورتب   فیلوژنتی 

پس از مقایسوو  ، B. circulans MTCC 7906 بر شدهانجام

 اسیلوسبمختلف    یهاجنساز از  ئترومیان هفت آلکالین پ

، (B. licheniformisو  B. circulans ،B. subtilis ازجمل )
تعداد نوکلوتید و نیووز آمینواسووید در   ازنظر  یشدگ حفاظت 

 بررسووی .[ 34] اسووت  شوودهگزارش هاگونوو  نیوو امیووان 

 مربوووط  هووای  توالی  با  Q65IP4پروتئین    توالی  فیلوژنتیکی

 افووزارنرم از اسووتفاده بووا داتموجووو  سووایر پروتئازهای ب 

Mega 5.2  روش ب  و Neighbor Joining  کوو   داد نشان

فیلوژنتیکی با پروتئازهای مربوط بوو    ازنظرپروتئین مذکور  

B. gobiensi ،B. pumilus  وB. subtilis  بیشترین نزدیکی

. در درخووت رنوودیگ یمرا داشووت  و در یوو  گووروه قوورار 

بین پروتئازهای متعلوو  بوو    نزدیکی  شدهمیترسفیلوژنتیکی  

 شووده  بی  از نزدیکی بین پروتئین مطالع   باسیلوسجنس  

 نکتوو  شووایدبا پروتئازهای سایر موجووودات اسووت و ایوون  

یوو    باسیلوس  این است ک  پروتئازهای جنس  دهندهنشان

 پووس  نیووز  همکاران  و  (. سارین7جد مشترص دارند )شکل  

 .Bبوو  متعلوو  apr46 پروتئوواز آلکالین ژن یسازهمسان  از

licheniformis   را  ژن  ایوون  بوو   مربوووط  فیلوژنتیکی  درخت 

 ایوون توسووط  شوودهمیترس  درخووت   در  گرچوو .  نوودکرد  رسم

 Thermosynechococcusبوو   مربوط پروتئاز پ وهشگران

elongatus BP-1 مطالعوو  پروتئوواز بووا را نزدیکی بیشترین 

 سووایر بوو   مربوووط  پروتئازهووای  امووا  ،اسووت   داده  نشانشده  

  aprژن بوو  مربوووط پروتئوواز نزدیکووی در نیووز هالوسیباس

 پروتئازهووای میووان قرابووت  دهندهنشووان کوو  انوودقرارگرفت 

 تاکوواگی یهوواگزارش.  [ 50] است    باسیلوس  جنس  مختلف

 همولوووژی  درصوود  85  کوو   دهدیم  نیز نشان  همکاران   و

 .B یهووایباکتر حوورارت بوو  مقوواوم پروتئازهووای بووین

stearothermophilus و B. thermoproteolyticus 82 و 

 حوورارت برابوور در پایدار پروتئازهای  بین  همولوژی  درصد

 وجووود B. amyloliquefaciens و B. subtilis یهووایباکتر

تمامی این شواهد نظری  جوود مشووترص در بووین   [.51] دارد  

 . کندیمرا تقویت    باسیلوس جنس  پروتئازهای

 

 مولکااولی  یسااازمدل  و  دوم  سااااتار  بررسی -7

  aprXژن  لهیوسبه رمزشده پروتئین

 از اسووتفاده بووا Q65IP4پووروتئین    دوم  سوواختار  بررسی

آمینواسید متعلوو  بوو  ایوون   151  داد  نشان  SOPMAبرنام   

 43/ 21 ،(درصوود 34/ 16)  هلوویکس  پروتئین در ساختار آلفا

آمینواسووید در   34  ،(آمینواسووید  191)  اتفاقی  مارپیچ  درصد

 بیشووترین .انوودقرارگرفت ( درصوود 69 /7) βسوواختار دور 

 افوووزارنرم در Q65IP4 پوووروتئین بووورای دوم سووواختار

PHYRE2،  سوواختارهای  کوول  از  درصوود  27  آلفاهلیکس با 

 در  درصوود  23  فراوانووی  با  بتا  یهاصفح آن    از  پس  و  دوم

 یبعدسوو   سوواختار  ینوو یب یپ  از  پس.  است   شدهگرفت   نظر

-PHYRE2، I یافزارهووانرم از اسووتفاده بووا مذکور  پروتئین

TASSER، Modeller  وRAPTORX، بووا هاموودل ایوون 

 موودل  در.  شوودند  ارزیووابی  راماچانوودران  نمووودار  از  استفاده

 اسوویدهای از درصوود RAPTORX 5 /85  ل یوسب   شدهارائ 

 اسووت   حووالی  در  این  و  گرفتند  قرار  مطلو   ناحی   در  آمین 

 افووزارنرم ل یوسوو ب  شوودهارائ موودل  ایوون مقوودار بوورای کوو 

Modeller 9V16 5 /81 میووان درصد برآورد شده است. از 

 نیووز  I-TASSER  افووزارنرم  ل یوسوو ب   پیشوونهادی  موودل  پنج

 70/ 3 بووا برابوور مطلووو  آمینوو  اسوویدهای  درصوود  بیشترین

 اسوویدهای  میزان.  شد  مشاهده  ی   شماره  مدل  برای  درصد
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 راماچاندران  نمودار  در  مطلو   ناحی   در  موجود  یهان یآم

 PHYRE2  81  افووزارنرم  ل یوسوو ب   شدهارائ   مدل  ب   مربوط

 راماچانوودران، نمووودار  برآورد  براساس  رونیازا.  بود  درصد

 موودل RAPTORX افووزارنرم ل یوسوو ب  ترسوویمی موودل

و  PHYRE2توسووط  شدهارائ  مدل  و  باشدیم  یترمطلو 

Modeller  ارزیووابی  از  پووس  .رنوودیگ یم  قرار  دوم  مرتب   در 

 موودل  ،شوودهمیترس  یهاموودل  ب   مربوط  Q-meanشاخص  

 -Qاحتسووا   بووا RAPTROX افزارنرم ل یوسب  شدهارائ 

mean  نیپووروتئ  بوورای  موودل  نیترت یوو فیباک   0/ 605  با  برابر 

 ب   مربوط  Z-scoreبررسی    با  ک   شد  داده  تشخیص  مذکور

 تأییوود  نتیجوو   ایوون  نیووز  هامدل  سایر  با  مقایس   در  مدل  این

-I آنلایوون ابووزار ل یوسوو ب  پیشوونهادی مدل نیچنهم.  شدند

TASSER  داشووتن    با  نیزQ-mean  موودلی  0/ 601  بووا  برابوور 

 شووده  ییگووو  یپ  ساختارهای.  شودیم  محسو   قبولقابل

 RAPTORX و  I-TASSERیافزارهووانرم خروجووی

 انتخووا  هاموودل بهتوورین عنوانب   Prosaافزارنرم ل یوسب 

 بووا  ترتیووب   بوو   موودل  دو  ایوون  بوورای  Z-scoreمیزان  .  شدند

 اسووت  امتیازهووایی در بازه ک  شد ب محاس  -7/ 01  و  -7/ 22

 مشوواب   یهاانوودازه  بووا  ییهانیپروتئ  برای  معمول  طورب   ک 

 نتیجوو   توووانیم  لووذا(.  الووف و    8  شووکل)  شودیم  یافت 

-Iو  RAPTORXتوسووط  شوودهمیترس موودل دو گرفووت 

TASSER سوواختارهای و بوووده یاعتمووادقابل یهاموودل 

 سووویی از .اسووت   نزدی   تجربی  ساختارهای  ب   شدهمیترس

 نیووز  آمینوو   اسوویدهای  یهامانوودهیباق  ،مدل  دو  این  در  دیگر

 9  هایهستند )شکل  برخوردار  منفی  انرژی  سطح  از  بیشتر

 الف و  (. 

 

 
  .MEGA5.2  افزارنرم از استفاده با موجودات سایر و باسیلوس جنس مختلف پروتئازهای ب   مربوط شدهرسم فیلوژنتیکی درخت  7 شکل

  داخل  aprXژن  ل یوسب  کدشده  است. پروتئین آمده 3  جدول  در فیلوژنتیکی درخت  این در موجود یهانیپروتئ  و هاژن اختصاصی نام

 .است شدهمشخص  چارچو 
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 ل یوسب   و دهدی م  نشان را RAPTROXو  I-TASSER دو مدل کلی کیفیت Prosa .Z-scoreوبسایت  Z-score نقش   8 شکل

 تعیین PDB پایگاه در موجود پروتئینی یهاره یزنج طول ب  توج  با(  تیره) NMR اسپکتروسکوپی یا( وشنر)  X اشع  کریستالوگرافی

 .است شدهمشخص  بزرگ نقط   ی  صورتب  Q65IP4پروتئین  Z-score. شودیم

 

 
-I و   RAPTROXل یوسب  شده یسازمدل  Q65IP4پروتئین  ب  مربوط Prosa web تارنمای از شدهاستخراج  انرژی نمودار   9 شکل

TASSER 

 

 بحث -8

 توووالی،  تعیووین  ،یسازهمسان   هدف  با  حاضر  پ وه 

 aprX  پروتئوواز  سوورین  ژن  بیوانفورموواتیکی  بررسووی  و  بیان

. گرفووت  انجووام Bacillus licheniformis از شوودهاستخراج

 توووالی  شناخت   صنعت،  در  هامیآنز  عملکرد  بهبود  منظورب 

 بووا  جدیوود  میکروبووی  یهووامیآنز  بوو   مربوط  خصوصیات  و

 لازم  نوترکیووب   DNA  یفنوواور  و  یسازهمسان   از  استفاده

 تعیووین ،یابیوو یتوال منظوربوو  پ وهشووی توواکنون. باشوودیم

در . است  نشده انجام  پروتئاز  سرین  ژن  بیان  و  خصوصیات

 ژن  یسووازهمسان از  پووس  این پ وه  برای نخستین بووار  
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aprX    در پلاسمیدpET28aبیان در باکتری    ؛BL21(DE3) 

 ناحی   در  شده  یسازهمسان   ژن  ک   ییازآنجا  .انجام گرفت 

MCS  اندازراهکنترل    تحت   ؛ردیگ یم  قرار  T7  انتظار   و  بوده

پووروتئین . شووود  بیان  یخوبب   موردنظرک  پروتئین    رفت یم

Q65IP4  همووراه بووا شووری  الحوواقیHistag  51بووا وزن 

 لیوودیتو   آنزیم  مولکولی  وزن  گرچ تولید شد.  کیلودالتونی  

 قوورار  پروتئازهووا  سوورین  اغلووب   مولکولی  وزن  محدوده  در

 بوورای شوودهگزارش  مولکووولی  وزن  بوو   نزدیوو   امووا  ،ندارد

سوورین  و B. circulans MTCC 7906 پروتئوواز آلکووالین

[. 52 ،19]  است  W10 B. licheniformis ب  متعل پروتئاز 

 محلووول  صووورتب   بالایی  مقادیر  در  پروتئین  این  نیچنهم

 بیووانی سیسووتم ایوون کوو  رسوودیم نظر ب  رونیازا شد؛  بیان

 بووا  نیز  ادام   در.  باشد  مناسب   پروتئین  این  انبوه  تولید  برای

 پووروتئین آمینوووی انتهووای در Histag ناحی   وجود  ب   توج 

 کروماتوگرافی  با  آن  یسازخالص  امکان  ،تولیدی  نوترکیب 

 برتولیدی علاوه    ب کیروتئین نوتریان پب.  شد  فراهم  تمایلی

در  یاقهوووه یهالک با ایجاد  SDS- PAGEژل  برمشاهده 

 بوولات، دات روش در ،یبادیآنت  –  ژنیآنت  کمپلکس  محل

 . شدتأیید 

 یسازخالص  یب سنج  فعالیت پروتئازی آنزیم نوترک 

 و  منیووزیم  روی،  یهوواونیشده در حضور مقادیر مختلووف  

و در این میان یووون کلسوویم موجووب   شدندارزیابی    کلسیم

و فعالیت پروتئازی آنزیم نوترکیب شوود    توج قابل   افزای

 یهووانیپروتئ ازجملوو مووذکور  نیپووروتئجووایی کوو   از آن

[. 53این نتیج  مورد انتظار بووود ]   ،باشدیم  نیزیلیسوبتشب 

 B. licheniformis پروتئازهووای روی کوو  ییهامطالعوو  در

CH 3-17 یووون ،اسووت  شدهانجام فیبرینولیتیکی خاصیت  با 

 اسووت،  شوودهمشاهده  آزمووای   این  در  آنچ   همانند  کلسیم

 اسووت   شووده  موردمطالع   یهامیآنز  فعالیت   افزای   موجب 

 و  اگیوووتس  ل یوسوو ب   شدهانجام  مطالع   طی  نیچنهم[.  54] 

 Epr  ژن  توسووط  کدشده  پروتئاز  ک   شد  مشخص  همکاران

 نیازمنوود فعالیووت  برای B. licheniformis باکتری ب  متعل 

 بوور  مبنووی  نیووز  دیگری  یهاگزارش[.  19]   است   کلسیم  یون

 منتشرشووده  پروتئازهووا  پایووداری  و  فعالیووت   بر  کلسیم  تأ یر

 Bacillus mojavensis strain ب  توانیم مثال برای ،است 

A21 بوواکتری ل یوسوو ب  دشوودهیتول پروتئوواز آلکووالین و 

  [.56  ،55]  کرد اشاره B. halotolerans  اندوفایت 

لیت پروتئووازی آنووزیم علاوه بر این پس از سنج  فعا

شووده مشووخص گردیوود کوو  آنووزیم   یسازخالصنوترکیب  

فعالیت بهین    :8pHو  دیگراسانتدرج   50مذکور در دمای 

بووا دمووای   His-Q65IP4و دمای بهین  آنزیم نوترکیب    دارد

 B. alveayuensis CAS، پروتئاز B. lehensisبهین  پروتئاز  

آریووایی و  لعوو موردمطاو نیووز آلکووالین سوورین پروتئوواز  5

 [. بهینوو  فعالیووت آنووزیم58  ،57  ،8همکاران مطابقت دارد ] 

 pHمشاهده شد کوو  بووا   :8pHدر  His-Q65IP4 نوترکیب 

 .Bدر مووورد آلکووالین سوورین پروتئوواز  شوودهگزارشبهین  

velezensis SW5  وB. cereus VITSN04  تطوواب  دارد

[. در مطالع  دیگووری نیووز کوو  توسووط فرهادیووان و 59،60] 

 شوودهانجام B. subtilis DR8806کاران بر روی پروتئاز هم

 [.  61است ]   شدهگزارشبهین    pH  عنوانب   :8pHاست  

شووده کوو  در ایوون پوو وه  مطالعوو    Q65IP4  پروتئین

 خووانواده اعضووای ازنوعی سرین آلکالین پروتئوواز و ،  است 

 نیتربزرگ  پروتئازها  آلکالین  سرین  .باشدیم  هانیزیلیسوبت

 قلیوواییی  هاpH  در  ک   هستند  پروتئازها  سرینز  ا  رگروهیز

 پروتئازهووا آلکووالین  سوورین[.  63  ،62]   باشووندیم  فعووال  بالا

 تولیوود  هاقارچ  و  مخمرها  ،هاکپ   باکتری،  چندین  ل یوسب 

 سوومت  در کوو را  پپتیوودی پیونوودهای هوواآن. شوووندیم

 یووا  آلانووین  فنیوول  تیروزین،  آمین   اسیدهای  خود  کربوکسیل

 آلکووالین  سوورین  چ   اگر.  کنندیم  هیدرولیز  ،هستند  لوسین

 تولیوود هووایباکتر از جوونس چنوودین ل یوسوو ب  پروتئازهووا

 یها یسووو   ل یوسوو ب   دشوودهیتول  سوووبتیلیزین  ولی  شوندیم

 خووانواده  [.64]   اسووت   شوودهشناخت   بیشتر  بقی   از  باسیلوس

 از کوووچکی گووروه و سوووبتیلازها شووامل هانیزیلیسوووبت

 نقوو   اسووت   ممکوون  کوو   ستنده  سلولی  داخل  پروتئازهای
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 شوص   یهاپاس   یا  و  اسپورزایی  پروتئین،  گردش  در  مهمی

 باقیمانده  ی   هانیزیلیسوبت.  [ 49-47باشند ]   داشت   گرمایی

 علاوه.  دارند  خود  فعال  سایت   در  واقع  دوست هست   سرین

 آمینواسوویدی  باقیمانووده  داشووتن  بووا  پروتئازهووا  ایوون  این،  بر

 گان سوو  تشووکیل و  سرین،  با  همراه  هیستیدین  و  آسپارتات

ایوون کوو     شوووندیم  متمووایزاز سووایر پروتئازهووا    کاتالیستی،

 .  [ 65]  این مطالع  مشاهده شد ردوی گی نیز 

و  بیوانفورمووواتیکی یهامطالعووو  کووو  طورهموووان

 سرین  آنزیماز سویی،    داد،  نشانآزمایشگاهی    یهامشاهده

 یهووامیآنز  دسووت   در  کوو نیا  بر  علاوه  شده  مطالع   پروتئاز

 بیووان میزبووان در محلووول شووکل  بوو   ؛ردیوو گ یم  قوورار  پایدار

 پیوودا  تجمووع  اینکلوووژن  اجسووام  صووورتب   و  شوود  خواهد

این   یاشدهبهین  گزاش    pHو از سوی دما و    کرد  نخواهد

 گزینوو  عنوانبوو  مووذکور آنووزیم  کوو   شودیم  موجب آنزیم،  

 شود. گرفت  نظر در صنعت  در  استفاده  برای  مناسب 

 یقدردانتشکر و 

 یالمللوو نیبدانشووگاه    یوتکنولوژیمطالع  در گروه ب  نیا

 یسپاسووگزار  ل یوسوو   نیا   ب)ره( انجام شد ک     ینیامام خم

 .شودیم
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Abstract 

Introduction: Proteases are among the most important industrial enzymes. 

Bacillus bacteria are commonly used to produce these enzymes. The aim of 

this study was cloning, sequencing, expression and bioinformatics study of 

aprX serine protease gene exisiting in Bacillus licheniformis. 

Materials and Methods: In this study, after extraction of bacterial DNA, 

aprX serine protease genes was isolated from Bacillus licheniformis and 

cloned into pTG19-T and then subcloned in pET28a vector. The molecular 

structure, its biochemical and phylogenetic properties were investigated and 

three-dimensional structure of the cloned enzyme was predicted. For the 

induction of gene expression and protein production of the recombinant 

serine protease IPTG was used at different concentrations, different 

temperatures and different time courses. Confirmation of aprX gene 

expression was performed by SDS-PAGE and dot blot analysis. Then, the 

activity of recombinant protease enzyme was measured at different 

temperatures and pHs. 

Results: Cloning was validated by sequencing. Based on the results of 

phylogenetic studies, the obtained protein sequence showed a high similarity 

to the sequences of proteases present in other Bacillus species. After 

evaluating the obtained models, it was found that the models provided by 

RAPTROX and I-TASSER software were suitable for predicting the three 

dimentional structure of this protease. The recombinant protein production 

was successfully induced by IPTG induction in the host containing the 

plasmid pET28a-aprX. The highest expression values were obtained at 25 ° 

C after 20 h induction with 0/5 mM IPTG. Also, the produced recombinant 

protein showed the highest activity at 50 ° C and pH 8. 

Conclusion: Studies have shown that the enzyme encoded by this gene is in 

the category of stable enzymes and will be expressed soluable in Escherichia 

coli. These advantages make the enzyme is a suitabale  candidate to be 

considered for use in industry.  
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