
 1392پائيز  ،)49پياپي ( 1 ، شماره15جلد  -كومش

17 
 

 
 جرينا لوسيآسپرج تازيف ميآنز انيجهت ب طيمح يساز نهيو به انيب نگ،يكلون

  مورفا يهانسنولا پل زبانيدر م
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  ده يچك

رو  نياز ا باشد؛ يرا دارا م يو فسفات معدن تولينوزيوايبه م دياس كيتيف ليتبد ييتوانا  تازيفآنزيم  : سابقه و هدف
هدف اين تحقيق،  .گردد ياضافه م يا معده  تك واناتيح يدر غذا يافزودن كيبه عنوان  يا به صورت گسترده

   .بود مورفا يهانسنولا پل زبانيدر م جرينا لوسيآسپرج تازيف ميآنز انيببراي  طيمح يساز نهيو به انيب نگ،يكلون
  ي گونه تازيف ميژن آنز يتوال ن،يپروتئ ديتول يبالا ريبه مقاد يابي جهت دست ق،يتحق نيدر ا: ها مواد و روش

Aspegillus niger NRRL3135 يانيب زبانيم يكدون برا يساز نهيپس از به Hansenula polymorpha به آن انتقال ،
  .شد يمختلف برررس يانيب يها طيدر مح ميآنز ي ژهيو تيو فعال افتهي

  ي ژهيو تيبا فعال بينوترك تازيف ميآنز U/L 1185 ديبه دست آمده در كشت فلاسك، تول جينتا :ها يافته
 U/mg  84/34 يانيب طيرا در مح YNB-methanol نشان داد.  

 A. NigerNRRLتازيف ميآنز ديكارامد جهت تول طيمح كيرا به عنوان  YP-methanol يانيب طيمح :گيري نتيجه

  .دهد ينشان م يصنعت اسي، در مقH. polymorpha يانيب زبانيدر م 313
   

  مورفا يكشت، هانسنولا پل طيمح يساز نهيبه تاز،يف: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
 ـذخ يكه فرم اصل) هگزافسفات تولينوزياويم( تاتيف  ي رهي

 ،ي، به علت اتصال به مواد مغذ]1[ باشد يم اهانيفسفات در گ
ها  سبب عدم جذب آن ها، يو چرب ها دراتيكربوه دها،ينواسيآم

از  يريسـبب جلـوگ   هـا،  نيتئوبا اتصال به پـر  نيچن شده و هم
 يا معـده  تك واناتيح. ]2،3،4[ گردد يها م آن حيكرد صح عمل

 ييتوانـا  تـاز، يف ميو خوك بـه علـت فقـدان آنـز     انيمانند ماك
 ـترت نيرا نداشته و بـد   ماده نيا ي هيتجز  ـمقـدار ز  بي از  يادي

 ـ از بدن آن يمواد معدن ريراه سا فسفات به هم  گـردد  يها دفع م

 ـفينشده، نه تنها سبب كاهش ك هيتجز يها تاتيف. ]5[ مـواد   تي
 شوند يم زين يطيمح ستيز يها يگشده بلكه سبب آلود ييغذا

]5،6.[  
 يمي؛ آنز)درولازيهگزوفسفات فسفوه تولينوزيوايم(   تازيف

بـا   ييهـا  تولينوزياويبه م دياس كيتيف ي هيتجز يياست كه توانا
 نيبنـابرا  باشد؛ يرا دارا م يتر و فسفات معدن مقدار فسفات كم

 ـبه عنـوان   يا به صورت گسترده ميآنز نياز ا  ـ كي در  يافزون
  ].7[ شود ياستفاده م واناتيح يغذاها
 بـا طـول   A. niger ي شـده از گونـه   جـدا  تازيژن ف يتوال

  :mtborjian@gmail.com    Email                             0212 -2431782:نمابر     0212  -2431782  :تلفننويسنده مسئول،  *
 7/2/1392:تاريخ پذيرش 7/8/1391 :تاريخ دريافت
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bp1437ـفعال% 90حفظ (نسبتاً بالا  ييمقاومت دما ي، دارا   تي
بـالا نسـبت    لي، تما)گراد يسانت درجه  70در  قهيدق 30پس از 

 وانـات يگـاه گـوارش ح   و مقاومـت بـالا در دسـت    تـات يبه ف
 ـتول نيياما به علـت سـطح پـا    ]8،9[ باشد؛ يكننده، م مصرف  دي

 ميآنـز  ديتول يبرا زبانيم نياز ا توان ينم هياول زبانيدر م ميآنز
  .استفاده كرد يصنعت اسيدر مق

 ي خــانواده ياز اعضــا يكــي H. polymorpha ي گونــه
 سيپاسـتور  ايكيپ ي بوده كه همانند گونه لوتروفيمت يمخمرها

 ـ    ييتوانا را دارا  ياستفاده از متانول به عنـوان تنهـا منبـع كربن
 ـعلاوه بـر دارا بـودن تمـام مزا    ،يانيب زبانيم نيا. باشد يم  ياي
ــب ســتميس ــ سيپاســتورايكيپ ياني ــد؛ توان رشــد در  يياهمانن
بـه   نيترشح پـروتئ  ييساده، سرعت رشد بالا، توانا يها طيمح

در داخل  ديپلاسم ريتكث ييتوانا يدارا ره؛يخارج از سلول و غ
 ييمقاومـت دمـا   ،يسلول يبالا اريبس يها خود، تحمل غلظت

حضور متانول  و عدم لزوم) گراد يدرجه سانت 40تا (نسبتاً بالا 
 ـپروموتر به كار رفته در ا ي كننده به عنوان تنها القا  سـتم، يس ني

  ].10،11،12[ باشد يم
 ـ جهـت دسـت   A. niger تازيمطالعه، ژن ف نيا در بـه   يابي

 ـب زبانيبه م انياز ب ييسطح بالا انتقـال   H. polymorpha ياني
را بر طبق  A. niger NRRL3135 تازيژن ف يما توال. داده شد

 ميآنز انيكرده و سپس ب يساز نهيبه يانيب زبانيم يكدون حيترج
 سروليگل(متفاوت  نبا منابع كرب YPو  YNB يها طيمحرا در 

   .ميكرد يبرررس%) 1و متانول% 2، گلوكز 1%
 

  ها مواد و روش
 ينيپروتئ يتوال :ياكلياشرش يدر باكتر تازيژن ف نگيكلون

از  P34752 يرس ـ با شماره دست A. niger ي گونه تازيف ميآنز
اسـتخراج شـده و بـا توجـه بـه       نيپروتئ ياطلاعات يها بانك
 ياز نظر محتوا يساز نهيپس از به ،يانيب زبانيم يكدون حيترج
GC ـثانو ي، سـاختارها   ـو غ mRNA ي هي از  سـتفاده بـا ا  رهي
 و توســط يژن طراحــ ي، تــوالGene Optimizer افــزار نــرم

 يتـوال . ديسنتز گرد  Shine Gene Molocolar Biotecشركت
 ـ PUC57 در داخل وكتـور  تازيژن ف  بـرش  گـاه  يدو جـا  نيب

HindIII و BamHI ـتحو گـاه  شيبه آزما   يتـوال . داده شـد  لي
 و HindIII يها ميشده پس از برش با استفاده از آنز نهيبه تازيف

BamHI ي داخل وكتور دوگانه، به pFPMTMFα   با پرومـوتر
 Saccharomycesديپپت گناليو س (FMD) دروژنازيفرمات ده

cerevisiae (MF4I) ريبه مقـاد  يابي جهت دست. افتي، انتقال 
ساخته شده با استفاده از روش شـوك   ي سازه د،يپلاسم يبالا

 ي هيسـو  ياكلياشرش ـمسـتعد   يهـا  يدر داخل باكتر يحرارت

DH5α  طيدر مح ـ هـا  يباكتر. ]13،14[كلون شد LB  يحـاو 
 ـكلر ميسـد % 1و  پتـون يتر% 1مخمـر،   ي عصاره% 5/0 در  د،ي
درجـه   37 يو دمـا  قـه يدور بر دق 300با دور  كرانكوباتوريش

  .رشد داده شدند گراد، يسانت
 يهـا  سـلول  ي هيته :يمخمر زبانيدر م تازيژن ف نگيكلون

 .Faber et al طبـق روش  H. polymorpha مسـتعد مخمـر  

 A. niger تازيژن ف يحاو بينوترك ي سازه. انجام شد )1994(

 ـثان يليم 3-4.5در مدت  Ω200  و kv2 ،µF25 طيدر شرا  هي
و سـپس   افتـه يانتقـال   H. polymorpha مستعد يها به سلول

 يحاو YNB-Dextrose كشت حداقل طياز آن در مح يرمقدا
17/0%Yest Nitrogen base  ،5/0% ـآمون  % 2سـولفات،   ومي

 ـپل. آگار خالص، پخش شد% 8/1دكستروز و   يرا بـرا  هـا  تي
انكوبـه   گراد يدرجه سانت 37 يساعت در دما 72-120مدت 

سپس در . ]10،15،16[گردند  ليمخمر تشك يها يشدند تا كلن
 يهـا  طيترانسفورم شده در مح يواكشت مخمرها مرتبه 8 يط

و  افتـه ي ريتكث يانيدر مخمر ب pFPMTMFα ديحداقل، پلاسم
هومولوگ با تعداد نسخه بالا به درون ژنوم  يبينوترك قياز طر

بـار كشـت    پـس از دو ). مرحلـه انتقـال  ( ابدي يمخمر انتقال م
كه  ييها ، مخمرYPD يغن  طيترانسفورم شده در مح يمخمرها

خـود را از دسـت    يدهاينشده پلاسم قيها تلف ژن در ژنوم آن
 ـنهادر ). بتيمرحله تث(دادند   طيدوبـاره مخمرهـا در مح ـ   ت،ي

انتخـاب شـوند    بينوترك يها يكشت حداقل برده شدند تا كلن
را  ليوراسيسنتز  ييتوانا بينوترك يمخمرها). مرحله انتخاب(

  .كشت حداقل رشد كنند طيدر مح توانند يداشته و م
 ـنوترك زبانيدر م تازيف ميآنز انيب يبررس  يهـا  كلـون : بي

انتخـاب   ي كشت حداقل در مرحله طيمح يشده بر رو ليتشك
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ــيم 30را در  ــريل يل ــ ت ــاو( YNB طياز دو مح   %17/0 يح
 Yest Nitrogen base  ــآمون% 5/0و ــولفات ومي  YPو ) س
بـا منـابع كـربن    ) پپتـون % 2مخمـر و   ي عصاره% 1/0 يحاو(

 ـ، كشت داد%)1و متانول% 2، گلوكز %1 سروليگل(متفاوت  . مي
شـد   نييتع بدات،يمول وميآمون با استفاده از روش ميآنز تيفعال

عبارت است از مقدار ) U( تازيف يميآنز تيهر واحد فعال. ]17[
را در هر  يمعدن رياورتوفسفات غ µmol 1 تواند يكه م يميآنز
بـا   ميآنـز  ي ژهيو تيفعال. ]18[جدا كند  تات،يف مياز سد قهيدق

 تـاز يف ميو ترشـح آنـز   انيب. كمك روش بردفورد محاسبه شد
ــ ــول در مح ــورز   طيمحل ــتفاده از ژل الكتروف ــا اس ــت، ب كش

  .شد يبرررس) SDS-PAGE% (10 ديآم لياكر يپل
  

  نتايج
 ـتا :ياكلياشرش يدر باكتر تازيژن ف نگيكلون حضـور   ديي

ترانسفرم شـده بـا اسـتفاده از روش     يها يژن در داخل باكتر
PCR ابتدا و  يشده برا يطراح ياختصاص يمرهايبا كمك پرا
 يا قطعـه  بيترت نيو بد) 1جدول (انجام شده  تازيژن ف يانتها

بـا   يم ـيزبا استفاده از هضـم آن . افتي ريتكث bp1303به طول 
بــا طــول  دي، حضــور پلاسـم BamHIو  HindIII يهــا ميآنـز 

bp7233 با طول  تازيو ژن فbp1437 دييژل آگارز تا يبر رو 
 ـكـه تنهـا    EcoRI ميبا برش وكتور با استفاده از آنـز . شد  كي
راه وكتور  برش در داخل وكتور دارد، حضور ژن به هم گاهيجا

  ).1( شد  دييتا bp8670با طول 
  

  پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق. 1جدول 
  توالي  توضيحات

پرايمر بالادست ژن فيتاز 
)PhyFW(  

5’GTGTTTCTGCTGTTTTGT
TGCCATTG3’  

پرايمر پايين دست ژن 
  )PhyREV(فيتاز 

5’CAACCGTGCAATGGAAC
AACTCTGTC3’  

  
حضور  دييجهت تا :يمخمر زبانيدر م تازيژن ف نگيكلون

بـا   Colony-PCRترانسـفرم شـده، واكـنش     يژن در مخمرها

گذاشته شـد   تاز،يدست ژن ف نييبالا و پا يمرهاياستفاده از پرا
  ). 2و  1شكل (

  
 ـنوترك يتوال نگيكلون دييتا ي دهنده  ژل آگارز نشان. 1شكل  در  تـاز يف بي
 GeneRuler™ #SMگر  نشان. 1چاهك شماره . pFPMTMFαوكتور 

 pFPMTMFα ديپلاسم. 3نشده  دهيبر تازيژن ف يحاو ديپلاسم. 2 0331
  تـاز يژن ف يحـاو  pFPMTMFα ديپلاسم. EcoRI 4 ميشده با آنز دهيبر
  تـاز يژن ف يحـاو  pFPMTMFα ديپلاسم. EcoRI 5 ميشده با آنز دهيبر
با استفاده  PCRمحصول . BamHI 6و  HindIII يها ميشده با آنز دهيبر

  .PhyREVو  PhyFWD ياختصاص يمرهاياز پرا

ي تاييد انتقال توالي نوتركيب فيتاز با استفاده  دهنده ژل آگارز نشان. 2شكل 
هاي شماره  چاهك. H. polymorphaدر مخمر  Colony-PCRاز روش 

با استفاده از پرايمرهاي  bp1303به طول حاوي فيتاز نوتركيب  10-1
PhyFW  وPhyREV .12كنترل منفي چاهك شماره  11  شماره  چاهك 

 13چاهك شماره ). توالي فيتاز تكثير شده در داخل پلاسميد(كنترل مثبت 
   .GeneRuler™ #R0491گر  نشان

  
 گراد يدرجه سانت 55 يدر دما بينوترك تازيف ميآنز تيفعال

 ـسطح فعال نيبالاتر. شد يبررس pH=5/5و   تـاز يف ميآنـز  تي
 طيدر مح ـ) ساعت 120پس از گذشت  U/L971.8( بينوترك

YP-Methanol تــازيف ميآنــز ي ژهيــو تيــفعال. مشــاهده شــد 
، YNB-Methanol ،YNB-Glucose يهـا  طيدر مح بينوترك

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               3 / 6

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1888-fa.html


  1392پائيز، )49پياپي( 1، شماره 15جلد                                                                                                       كومش

20 

 

YP-Methanol ،YNB-Glycerol ،YPD  وYP-Glycerol  به
، U/L 84/34 ،U/L 14/12 ،U/L 78/10 ،U/L 1/9 بيترت

U/L  1/4 وU/L  1/23شكل ( ، محاسبه شد( .  
 ـخر يتجـار  ميبه دست آمده از آنـز  ي ژهيو تيفعال  يداري

جـدول  (به دسـت آمـد    BASF،U/mg 24/42شده از شركت 
2(.  

بررسي فعاليت، مقدار پروتئين توليد شده با استفاده از روش . 2جدول 
بردفورد و فعاليت آنزيم فيتاز نوتركيب و آنزيم تجاري توليد شده از شركت 

BASF آلمان  
فعاليت ويژه 

(U/mg) 
هاي كشت و فرممحيط  (U/L)فعاليت 

 تجاري
  )BASF(آنزيم تجاري   3000  42.24

34.84  1185  YNB-Methanol 
9.1  455.52  YNB-Glycerol 

12.14  242.94  YNB-Glucose 
10.78  1943.6  YP-Methanol 
2.1  839.68  YP-Glycerol 
4.1  1275.48  YPD 

  
 ـنوترك تازيف ميخالص آنز و ترشح نسبتاً انيصحت ب در  بي

ــ ــا  طيمح ــب يه ــا  YP-Methanolو  YNB-Methanol ياني ب
  ).4 شكل(شد  يبرررس SDS-PAGEاستفاده از ژل 

 در H. polymorphaبررسي فعاليـت آنـزيم فيتـاز در مخمـر     . 3 شكل
فعاليـت آنـزيم در   . سـاعت  120هاي كشت مختلف در طـي زمـان    محيط
ــيط ــاي  مح ، )YNB-Methanol )( ،YNB-Glycerol )ه

YNB-Glucose )( ،YP-Methanol )( ،YP-

Glycerol )( ،YPD ).(  

-YNBبيـاني    بررسي بيان پـروتئين نوتركيـب فيتـاز در محـيط    . 4شكل 

Methanol  وYP-Methanol .پروتئين فيتاز بيـان  .  1شماره   چاهك
پروتئين فيتـاز بيـان   .  2شماره   چاهك. YP-Methanolشده در محيط 
 . نشانگر پروتئيني. 3چاهك شماره . YNB-Methanolشده در محيط 

  
  گيري بحث و نتيجه

 ميآنـز  يوزن مولكـول  نيچن و هم تازيژن ف نگيكلون جينتا
كه  SDS-PAGEخالص شده، با استفاده از ژل  بينوترك تازيف

بـه دسـت    يهـا  محاسبه شد، مشابه بـا داده  85kDaدر حدود 
  .]19[است  يآمده در گزارشات قبل

 ـتيبـالا نسـبت بـه ف    ليبالا، تما ييدما مقاومت  د،ياس ـ كي
در  تيفعال يمناسب برا( 4-5 نيب pHمناسب در رنج  تيفعال
 A. niger تـاز يف ميآنـز  يو مقاومـت بـالا  ) ستگاه گـوارش د

NRRL 3135 كننـده،   مصـرف  وانـات يگاه گوارش ح در دست
 ـجهـت تول  يم ـيمنبع آنز نيا يارزش بالا ي دهنده نشان در  دي

  .]8،18[است  يسطح تجار
 ـتول ييبه علت توانا H. polymorpha مخمر خـارج از   دي

كشـت سـاده، عـدم     طيبه مح ـ ازيدر سطح بالا، ن ميآنز يسلول
، )Picha pastorisبـر خـلاف   ( نيپروتئ انيب يلزوم متانول برا

در  نيپروتئ داريپا انيب ،يسلول يبالا يها تحمل غلظت ييتوانا
 ـبمناسب جهـت   زبانيبه عنوان م ره،يداخل آن و غ   ميآنـز  اني

A. nigerNRRL 313512[ دي، انتخاب گرد[.  
، H. polymorphaنشان داد كه مخمر  1998در سال  ريما
 ـسـطح تول  نيبالاتر  ـتول( تـاز يف ميآنـز  دي را در ) g/L 5/13 دي
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فرمـانتور   طي، در شـرا )YPD(با منبع كربن گلوكز  يانيب طيمح
 ـنشان داده شـد كـه فعال   قيتحق نيدر ا. ]12[ باشد يدارا م  تي
 ـب طيدر مح ـ A. nigerNRRL 3135 تـاز يف ميآنـز  -YP ياني

methanol ،52/1% طياز مح YPD ـ   ـ تـر  شيب  ـا. باشـد  يم  ني
مـد  آكار طيمح ـ كيرا به عنوان  YP-methanol طيمح ج،ينتا

 ـجهـت تول   ـدر مق A. nigerNRRL 313 تـاز يف ميآنـز  دي  اسي
  .  كند يم يمعرف يصنعت

 ـخر تازيف ميآنز ي ژهيو تيفعال نيب سهيمقا شـده از   يداري
ــركت  ــز  BASFش ــا آن ــازيف ميب ــتول ت ــده در محـ ـ دي   طيش

 YNB-methanol ــتول ــدون  دي شــده در كشــت فلاســك و ب
 يانيب طيمح يبالا ليپتانس ي دهنده نشان ،يساز مراحل خالص

YNB-Methanol بينوترك تازيف ميدر ترشح نسبتاً خالص آنز 
بـه خـارج از سـلول     H. polymorphaمخمـر   درشـده   ديتول
 يهـا  ميآنز يساز خالص يبالا ي نهيكه با توجه به هز باشد؛ يم

 ـا يبـالا  ييكـارا  د،يجد يها زبانيشده در م ديتول بينوترك  ني
  .دهد ينشان م تازيف ميآنز متيارزان ق ديرا در تول طيمح

 ـ قيتحق نيبه دست آمده در ا جينتا كـه بـا    دهنـد  ينشان م
 تـوان  يآن م يانيب طيدر مح رييو تغ يانيب زبانيشناخت كامل م

 ـرا تـا حـد ز   ميآنـز  يساز خالص نهيهز پر اريمراحل بس  يادي
 ـ يافق بزرگ نداتو يكاهش داد كه م  يخودكفـا  بـرد  شيرا در پ

  .در كشور نشان دهد ميآنز ديتول
 يسو برر انيب نگ،يبار، كلون نياول يبرا قيتحق نيا در

در  A. niger NRRL 3135 بينوترك تازيف ميآنز تيفعال
، انجام H. polymorphaمختلف در مخمر  يانيب يها طيمح
را به عنوان  YP-methanol يانيب طيمح ق،يتحق نيا جينتا. شد
 A. niger NRRL تازيف ميآنز ديمد جهت تولآكار طيمح كي

 يصنعت اسي، در مقH. polymorpha يانيب زبانيدر م 313
  .دهد ينشان م
  
  
  

  تشكر و قدرداني
 گـاه  شيپـژوهش در آزمـا   نيا يگاه شيتمام مراحل آزما

تهـران انجـام شـد، كـه      يبهشت ديدانشگاه شه يوتكنولوژينانوب
 ـا يمال يها تياز زحمات و حما لهيوس نيبد  گـاه  شيآزمـا  ني

  .شود يم يگذار سپاس
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Introduction: Phytase is able to change phytic acid into the myo-inositiol and inorganic phosphate, so it has 
been used as a cereal food additive in monogastric animal’s food. The aim of this study was to eamine 
cloning, expression and culture optimization of gene encoding Aspergillus niger NRRL3135 phytase in 
Hansenula polymorpha host. 

Materials and Methods: In this study, in order to achieve high level production of protein, the sSequence 
of protein encoding fangal Aspergillus niger NRRL3135 phytase was designed according to the expression 
cod on usage of Hansenula polymorpha and transformation was done. The enzyme specific activity in 
different cultures was survived. 

Results: The results in flask culture showed that the recombinant phytase production was 1185 U/L with 
34.84 U/mg specific activities in YNB-Methanol culture. 

Conclusion: Results indicate YP-methanol culture is the efficient culture to produce Aspergillus niger 
NRRL3135 phytase in Hansenula polymorpha as a host on industrial scale. 
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