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Abstract 
 

The discovery of thermostable DNA polymerase from thermophilic microorganisms 

has been a significant advancement genetic engineering. Tth DNA polymerase (Tth 

pol) from the thermophilic bacterium Thermus thermophilus is extensively used in 

genetic engineering. Tth pol possesses reverse transcriptase and polymerase activity, 

tolerance to PCR inhibitors and a higher extension rate compared to Taq DNA 

polymerase, making it an attractive enzyme for researchers to use. In this study, the 

gene sequence of Tth pol was isolated and transformed into E.coli DH5α after 

ligation to pTZ57R/T. The recombinant plasmid sequencing confirmed the correct 

insertion. Tth pol was then amplified with specific primers and ligated to pET28a. 

The recombinant plasmid was transformed into E.coli BL21. Expression induction 

was performed with 0.8 and 1 mM IPTG in LB and modified minimal medium at 25 

°C and 30 °C. Samples were taken at 2-hour intervals for up to 10 hours after 

induction. SDS PAGE of the samples revealed that the optimum condition for Tth 

pol expression was 30 °C, with 1 mM IPTG in modified minimal medium and 10 

hours after induction. Due to the presence of a histidine tag in the recombinant Tth 

pol enzyme, nickel resin was used for purification. The purified Tth pol activity was 

assessed in PCR, and its reverse transcription activity was evaluated in cDNA 

synthesis. The results revealed that this enzyme has both activities. The findings 

from this study recommend optimizing cultivation conditions on a large scale, such 

as in a fermentor, to achieve higher expression of Tth pol. 

Keywords: Tth DNA polymerase, Recombinant protein expression, Purification, 

Culture medium 

   Citation رفرانس دهی اين مقاله
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Genetic Engineering and Biosafety Journal 

Volume 13, Number 2, 2025 

  خلاصه

 Tth DNAهای گرمادوست جهش بزرگی در مهندسی ژنتیک ایجاد کرد. آنزیم  مرازهای مقاوم به حرارت از میکروارگانیسمپلی  DNAکشف  

polymerase (Tth pol)    از باکتریThermus thermophiles   های پرکاربرد در مهندسی ژنتیک است. خاصیت دوگانه پلیمرازی و جزو آنزیم

بازدارنده به  مقاومت  معکوس،  برداری  نمونه  PCRهای  رونوشت  در  سریعموجود  تکثیر  زیستی،  با    DNAتر  های  مقایسه   Taq DNAدر 

polymerase   توجه محققان را به خود جلب کرده است. در این پژوهش، ژن کدکننده آنزیمTth pol   از باکتریT.thermophilus   جدا شد، و با

را تأیید نمود.   Tth polیابی پلاسمیدهای نوترکیب صحت جداسازی ژن  منتقل شد. نتایج توالی  E.coli DH5αبه باکتری    pTZ57R/Tوکتور  

مولار، میلی  1و    0/ 8های  در غلظت   IPTGمنتقل شد. القای بیان با    E.coli BL21الحاق شده و به میزبان بیانی    pET28aاین ژن به وکتور بیانی  

ساعت پس از القا و در فواصل    10برداری تا  گراد انجام شد. نمونهدرجه سانتی  30و    25، و دمای  LBدر دو محیط کشت حداقل تغییریافته و  

، محیط کشت حداقل  IPTGمولار  میلی  1درجه، غلظت    30های پروتئینی بیشینه بیان را در دمای  ه ادامه یافت. الکترفورز نمونهساعت  2زمانی  

سازی استفاده  نوترکیب از رزین نیکل برای خالص  Tth polساعت پس از القا نشان داد. به دلیل وجود دنباله هیستیدینی در    10تغییریافته و  

بررسی شد. نتایج نشان   cDNAو فعالیت رونوشت برداری معکوس آن در سنتز    PCRدر    Tth polسازی فعالیت پلیمرازی  شد. پس از خالص 

تر مانند فرمانتور به منظور بیان بیشتر  سازی شرایط کشت در مقیاس وسیعباشد. با توجه به نتایج، بهینهداد این آنزیم دارای هر دو ویژگی می

Tth pol شود. پیشنهاد می 

 سازی، محیط کشت، بیان پروتئین نوترکیب، خالصTth DNA polymerase کلمات کلیدی:

 

 Introduction مقدمه 

 

هااا نقااش بساایار های مولکولی شد. این آنزیممیلادی موجب جهش بزرگی در پژوهش  80مرازهای مقاوم به حرارت در دهه  پلی  DNAکشف  

های های مختلفی از باکتریها از جنسهای مختلف پزشکی، کشاورزی، غذایی و... دارند. تا به امروز تعداد زیادی از این آنزیمکلیدی در زمینه

 Hamilton  et al.Haki ;2003جداسازی و خصوصیات آن تعیین شده است ) Pyrococcus  و Thermococcus ،Thermus گرمادوست مانند 

2001 et al.Vieille 2013;  et al.2011; Terpe  et al.2001; Ghasemi  et al. آنزیم .)pol) TthDNA polymerase ( Tth  یکی از انواعDNA 

(. یکاای از  et al.Cava 2009جاادا شااده اساات ) thermophilus Thermusمرازهای مقاوم به حاارارت اساات کااه از باااکتری گرمادوساات پلی

درحضااور یااون منیاازیم  pol Tthکنااد فعالیاات دوگانااه پلیماازاری اساات. مرازها متمااایز میپلی DNAهای این آنزیم که آن را از سایر ویژگی

اساات و بااه   cDNAو ساانتز    RNAکند و در حضور یون منگنز قادر به رونوشت باارداری معکااوس از روی  را کاتالیز می  DNAپلیمریزاسیون  

هااای پرکاااربرد مولکااولی در زمینااه از رو   PCR-RTفاده قرار بگیرد. بررسی بیااان ژن بااا رو  مورد است PCR-RTتواند در همین دلیل می

 AMV reverse transcriptaseهای رونوشت بردار معکوس مانند تشخیص یا درمان بیماری، کشاورزی، غذایی و.. است. همچنین برخی آنزیم

ها، علاوه بر پرهزینااه بااودن موجااب کاااهش شوند. جداسازی ترکیبات بازدارنده مانند هپارین از نمونههپارین غیرفعال میدر حضور ترکیباتی  

های رونوشت بااردار در براباار ایاان مقاومت بیشتری نسبت به سایر آنزیم pol Tthسازی خواهد شد. آنزیم کیفیت نمونه در حین فرایند خالص

 ;Cai et al. 2018; Aye. et al. 2018های حاوی ترکیبات بازدارنده نیااز فعالیاات نمایااد )تواند در نمونهترکیبات بازدارنده داشته و بنابراین می

Eilert et al. 2009های سنتز (. یکی از چالشcDNA تشکیل ساختارهای ثانویه در ،RNA های رونوشت بااردار است. دمای بهینه فعالیت آنزیم

به طور کامل باز نشده و وجود این  RNA(، در این دما ساختارهای ثانویه Perbal et al. 2008گراد است )درجه سانتی 42تا  37معکوس  بین 
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درجااه  Tth pol 70کند. دمای بهینااه فعالیاات را محدود می cDNAفرایند سنتز  GCغنی از  RNAهای خصوص در نمونهساختارهای ثانویه به

توسط این آنزیم افزایش خواهااد یافاات.  cDNAبه طور کامل باز شده و بازده سنتز  RNAگراد است، در این دما تمام ساختارهای ثانویه سانتی

(Moreno. et al. 2005; Pantazaki et al. 2002; Rittie et al. 2008) 

کننااد مااراز جلااوگیری میپلی  DNAهای انسااانی از فعالیاات  های مختلف نشان داده است حضور ترکیباتی مانند لاکتااوفرین در نمونااهگزار 

(. 2009et al. 1998; Brandis et al. 2010; Alsoud et alDavalieva  آناازیم .)pol  Tth هااا در براباار بازدارناادگی ترین آنزیمیکاای از مقاااوم

et al.2010; Vielle et al. 2002; Davalieva  et al. . 1998; Pantazakiet al Podder ها اساات )های ساادیم و پتاساایم موجااود در نمونااهیون

هااای ساادیم و پتاساایم موجااود در در براباار بازدارناادگی یون pol Tthپلیمراز مختلف نشااان داد تنهااا  DNAآنزیم  11فعالیت  (. بررسی2001

 74نوکلئوتید در هاار دقیقااه در دمااای  pol Tth 1500توسط  DNAسرعت پلیمریزاسیون   (.et al.sould Al 2000های خون مقاوم بود )نمونه

(. قابلیت فعالیت دوگانه پلیمرازی، مقاومت بیشتر نسبت به سایر پلیمرازها در Aye et al. 2018; Maskun et al. 2022گراد است )درجه سانتی

را کاندید مناسبی برای تولید و  pol Tthپلیمرازهای مورد استفاده،  DNAو سرعت بالاتر تکثیر نسبت به  PCR-RTو  PCRهای برابر بازدارنده

 استفاده در آزمایشات مولکولی کرده است.  

های بیانی موجااود باارای تولیااد پااروتئین فناوری پروتئین نوترکیب، رو  مناسبی برای تولید آنزیم در مقادیر زیاد است. در میان انواع سیستم

ها است. سرعت رشد بالا، ارزان بودن ترکیبات محیط کشت، بررسی ژنتیکی زیاااد، در ترین میزبانیکی از جذاب Escherichia coliنوترکیب، 

های جهش یافته، این باکتری را گزینااه مناساابی باارای تولیااد پااروتئین نوترکیااب بااا دسترس بودن تعداد زیادی ناقل بیانی و وجود انواع سویه

گذارند. تأثیر می E.coliسرعت و بازدهی بالا و صرفه اقتصادی کرده است. عوامل متعددی بر میزان و کیفیت بیان پروتئین نوترکیب در باکتری 

های غالااب، به عوامل متعددی از قبیل سویه میزبان، نوع ناقل مورد استفاده، پروموتر، کاادون  E.coliدستیابی به بیان بالای پروتئین نوترکیب در  

 (. et al.2006; Rosano  et al.2006; Hartley  et al. Bouzas 2014دما، شرایط کشت و ترکیبات محیط کشت بستگی دارد )

ها  جهاات بیااان ترین سیسااتمطراحاای شااده اساات یکاای از قااوی  Novagenکه توسط شرکت    pETهای موجود در سیستم بیانی  در میان ناقل

مرتبااه  8شود که قاادرت آن کنترل می T7های رونویسی و ترجمه باکتریوفاژ ها ژن هدف توسط توالیهای نوترکیب است. در این ناقلپروتئین

 pol Tthباارای بیااان ژن  pET(. به همین دلیل در این پژوهش از ناقل بیانی سری  et al.Rezaei 2020است ) E.coliمراز پلی RNAسریعتر از 

 استفاده شد. 

های متعددی در مااورد تااأثیر هرکاادام از ایاان های نوترکیب است و بررسیترکیب محیط کشت از دیگر عوامل تأثیرگذار بر میزان بیان پروتئین

های نوترکیب انجام شده است. نوع و ترکیب محیط کشت به طور مستقیم بر روی رشد سلول میزبااان عوامل بر میزان تولید و حلالیت پروتئین

تواننااد رشااد میزبااان را کنتاارل نماینااد محیط می  pHها و  گذارد. عواملی مانند منبع کربن و نیتروژن، یوندر حین سنتز پروتئین هدف تأثیر می

(Cardos et al. 2020; Khalilvand et al. 2022 .بنابراین استفاده از محیط کشت بهینه برای دستیابی به حداکثر مقدار پروتئین ضروری است .)

سازی ، بررسی تأثیر ترکیب محیط کشت بر میزان بیان آنزیم، خالصE.coliدر  pol Tthمطالعه حاضر باهدف جداسازی و بیان نوترکیب آنزیم 

 و در نهایت بررسی فعالیت پلیمرازی و رونوشت برداری معکوس آن انجام شده است.

 

 Materials and Methods ها روش و مواد

های علماای و صاانعتی های صنعتی در سازمان پژوهشاز مرکز کلکسیون میکروارگانیسم PTCC 1593به شماره ثبت  T.thermophilesباکتری 

درصااد و  0/ 2درصااد، نمااک   0/ 4بااه محاایط کشاات حاااوی عصاااره مخماار    T.thermophilusایران خریداری شد. یک تک کلونی از باکتری  

proteose peptone 8 /0  گراد و دور درجه سانتی 70درصد منتقل شد و در دمایrpm 150   ساعت قرار گرفت. از رسوب حاصل  18به مدت
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(. باارای cheng. et al. 1993و همکاران انجام شد ) Chengبه رو   DNAژنومی استفاده شد. استخراج  DNAاز رشد باکتری برای استخراج 

افاازار و بااا اسااتفاده از نرم D28878.1، بااه شااماره دسترساای NCBIطراحی پرایمر بر اساس توالی ثبت شده در پایگاه   Tth polجداسازی ژن 

OLIGO  انجام شد. اجزای واکنشPCR  مورد استفاده برای تکثیر ژنTth pol   نانوگرم  400شاملDNA  ژنومی، آغازگر رفاات و برگشاات بااا

 Tth R: AGG AAT، آغااازگر برگشاات  Tth F:ATG CGG CCG CCT AAC CCT TGG CGG AAA GCمیکرومولار )آغااازگر رفاات   0/ 5غلظت 

TCA TGG AGG CGA TGC TTC CG ،)dNTP  مولار، میلی 0/ 5با غلظتMgCl2  مولار و آناازیم میلی 2با غلظتTaq DNA polymerase  بااه

دقیقااه، دمااای 2بااه ماادت  C 94°سیکل شامل  35دقیقه و    5سازی اولیه به مدت  شامل واسرشته  PCRواحد در نظر گرفته شد. برنامه    1میزان  

دقیقااه باارای ساااخت نهااایی قطعااه  10درجه به مدت  C 72°دقیقه و یک دمای  2/ 5به مدت  C 72°ثانیه،    30به مدت    C  51°اتصال آغازگر  

از روی ژل آگارز از کیاات  PCRسازی محصول درصد الکتروفورز شد. برای خالص 1روی ژل آگارز  PCRهدف در نظر گرفته شد. محصول 

اسااتفاده شااد.   T/Aسااازی محصااول خااالص شااده از کیاات کلونیناا   ه( استفاده شد. باارای همسانK0691شرکت ترمو )  DNAسازی  خالص

برای ساخت   pTZ57R/T( انجام شد. بر اساس دستورالعمل کیت، از پلاسمید  K1213سازی بر اساس دستورالعمل کیت شرکت ترمو )همسانه

باشند. اسااتفاده چسبنده در دو انتهای توالی خود می Tسازه پلاسمیدی استفاده شد. این پلاسمید از سری پلاسمیدهایی است که دارای یک باز 

شود که از همین نوکلئوتید اضافه شده محصولات می 3́ سبب اضافه شدن یک نوکلئوتید به انتهای  PCRدر  Taq DNA polymeraseاز آنزیم 

عااه خااالص شااده و پلاساامید استفاده نمود.  پس از انجام واکاانش اتصااال بااین قط T/Aتوان برای کلون کردن محصولات در پلاسمیدهای می

pTZ57R/T محصول واکنش به باکتری ،E.coli DH5α ها پس از ترانسفورماسیون در محاایط کشاات به رو  شوک حرارتی منتقل شد. باکتری

، colony PCRگاارم در لیتاار کشاات داده شاادند. پااس از تأییااد ترانسفورماساایون بااا میلی 70سیلین با غلظت بیوتیک آمپیانتخابی حاوی آنتی

مثبت داشتند انجام شد. پلاسمید حاوی ژن مورد  colony PCRهایی که نتایج از باکتری K0503استخراج پلاسمید بر اساس دستورالعمل کیت 

 مورد بررسی قرار گرفت.   BioEditافزار یابی با استفاده از نرمنظر برای توالی یابی به شرکت فزاپژوه ارسال شد. نتایج توالی

انجااام شااد.  pfu DNA polymeraseیابی و اطمینان از صحت توالی، به منظور ساخت سازه بیانی، تکثیر ژن با آنزیم پس از بررسی نتایج توالی

سازی محصول هضم بر  داده شدند و خالص  NotIو    EcoRIهای برشی  به طور جداگانه با آنزیم  pET28aقطعه تکثیر شده و پلاسمید بیانی  

انجام شد و مخلااوو واکاانش اتصااال بااه رو   T4 DNA Ligaseآنزیمی بر روی ژل الکتروفورز انجام شد. واکنش اتصال با استفاده از آنزیم 

بیوتیااک حاااوی آنتی LB-agarمنتقل شااد. محصااول ترانسفورماساایون باار روی محاایط کشاات    DH5αسویه    E.coliشوک حرارتی به باکتری  

ها مثبت بود انجام شااد. آن colony PCRهایی که نتایج گرم در لیتر کشت داده شدند. استخراج پلاسمید از کلونیمیلی 70کانامایسین با غلظت 

ورود قطعه مورد نظر به پلاسمید را تأیید کرد. پلاسمید نوترکیب به رو  شوک حرارتی به   NotIو    EcoRIهای برشی  هضم پلاسمید با آنزیم

هایی که بر روی محیط کشت حاوی کانامایسااین بااا بر روی تعدادی از کلنی colony PCRمنتقل شد. آزمون  E.coli Bl21 DE3با کتری بیانی 

و حااداقل  LBمحیط کشت  2گرم در لیتر رشد کرده بودند انجام شد. از کلون مثبت برای القای بیان استفاده شد. القای بیان در میلی  70غلظت  

 انجام شد.

 37ساعت در دمای  18بیوتیک کانامایسین انجام شد، و به مدت حاوی آنتی  LBکشت شبانه از یک کلنی حاوی ژن مورد نظر در محیط کشت  

منتقل شد و  LBلیتر محیط کشت تازه  میلی  50لیتری حاوی  میلی  250ارلن    4لیتر از کشت شبانه به  میلی  1قرار گرفت.    rpm  180درجه و دور  

لیتر از کشت به عنوان شاهد قباال از میلی OD=0.6-0.8  ،1درجه قرار گرفت. پس از رسیدن به کدورت باکتری به   180درجه و دور    37دمای  

(. Radmard et al. 2024مولار القا شد)میلی 1و  0/ 8با غلظت نهایی  IPTGبا افزوردن   Tth polهای بعدی برداشته شد. بیان القا جهت بررسی

گراد قاارار داده شاادند. درجااه سااانتی  30و    25ها افاازوده شااد، پااس از القااا در دمااای  غلظت مختلف القاگر به آن  2هایی که  هرکدام از نمونه

 ساعت ادامه یافت. 12ساعته و تا  2ارلن در فواصل زمانی  4برداری از هر نمونه
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لیتر از کشاات شاابانه میلی 200(، 2005et al2009; Studier  et al. Sivashanmugam .در محیط کشت حداقل تغییریافته )  pol  Tthبرای بیان 

 250ارلاان  4لیتری رسوب داده شااد، مااایع رویاای دور ریختااه شااده و رسااوب باااکتری در میلی 50فالکون  4در  LBباکتری در محیط کشت  

 1قاارار داده شااد. رشااد باااکتری تااا  180گراد و دور درجه سااانتی 37لیتر محیط کشت حداقل حل شده و در دمای میلی 50لیتری حاوی میلی

ارلاان  2مولار انجااام شااد. میلی 1و  0/ 8با غلظت نهایی  IPTGبا افزوردن   Tth polواحد افزایش میزان کدورت ادامه یافت، سپس القای بیان 

درجااه قاارار داده شاادند.  25مااولار در دمااای میلی 1و  IPTG ،8 /0ارلاان حاااوی  2درجااه و   30مولار در دمااای  میلی  1و    IPTG  ،8 /0حاوی  

 ساعت ادامه یافت. 12ساعته و تا  2ارلن در فواصل زمانی  4برداری از هر نمونه

لیتاار بااافر به رسوب حاصل میلیسانتریفیوژ شد.  rpm 5000درجه و دور  4دقیقه در دمای    10ها به مدت  برای بررسی میزان بیان آنزیم، نمونه

ها . ساالول( افزوده شد Tris-HCl 10 mM pH:8, EDTA 0.1 mM, Tween 20 0.5%, NP40 0.5%, KCl 50 mM, PMSF 1 mM)لیز کننده 

. از (cycle %،100amplitude 0/ 7ایی، ثانیه 30ثانیه و با استراحت  30بار هر بار  تکانه  6یخ و طی فرایند سونیکاسیون تخریب شدند ) یبر رو

جداسازی شده است، به دماهای بااالا مقاااوم بااوده و فعالیاات خااود را حفاا   T.thermophilesاز باکتری گرمادوست   Tth polآنجاییکه آنزیم 

درجااه در باان  70ساااعت در دمااای   1سازی آنزیم استفاده شد. پس از سونیکاسیون، محلول به ماادت  کند. از این ویژگی در فرایند خالصمی

 .Engeke et al. 1990; Yang et alسااازی شااد )ٍها و تسهیل مراحاال خالصماری قرار داده شد. این مرحله باعث دناتوره شدن سایر پروتئین

 ژل در الکتروفااورزبررسی بیان پروتئین با استفاده از آوری شد. جمع سانتریفیوژ شده و مایع رویی rpm 20000 دقیقه با دور 30سپس (. 2008

 Biorad-mini( و بااا اسااتفاده از سیسااتم بااایورد )1970بااه رو  لاملاای ) (SDS- PAGEسااولفات ) دسیل دو سدیم حضور در آکریلامیدپلی

protein Tetra Gel12ژل جداکننده  کیلو دالتون است، از 94 نوترکیب که پروتئین انتظار مورد اندازهبه توجه ( انجام شد. با ( 8/ 8درصد pH و )

 .( استفاده شدpH 6/ 8درصد ) 4ژل متراکم کننده  

 pol Tthسازی خالص

هایی که بیان بیشتری داشتند انجام شد. به واسطه وجود دنباله سازی نمونه، خالصSDS PAGEپس از بررسی میزان بیان پروتئین با استفاده از 

 ( انجام شد.  NiNTA، تخلیص پروتئین  با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی )رزین  pol Tthهیستیدینی در 

ای که برای اسااتخراج پااروتئین اسااتفاده شااد، تعااویا بااافر بااا اسااتفاده از در بافر لیزکننده  NiNTAبه دلیل وجود ترکیبات ناسازگار با رزین  

ساااعت  1 انجام شد.پس از تعویا بافر، محلول حاصل به رزین اضااافه و  Amicon® Ultra centrifugal filters(C134281)اولترافیلتراسیون 

قاارار گرفاات  rpm 70-80قرار داد( با دور  کریکرد و بر روی ش  چیساندو  یخیدو ژل    نیفالکون را در ب  توانی)م  گرادیدرجه سانت  4  یدر دما

(Katalani et al. 2025.) 

ی قبل از شستشو برای بررساای باار روی نمونه عنوانبهدقیقه، مقداری از  مایع رویی  2الی  1به مدت    rpm  1500با سرعت    وژیفیسانتر  از  پس

( تا مشخص شدن نتااایج الکتروفااورز ژل، و اطمینااان از اینکااه تمااام پااروتئین flow-throughtژل آکریل جدا شد و بقیه محلول )تحت عنوان  

بااا  ب یاا ترت بهاست  نیحاصل از مرحله قبل که حالا متصل به پروتئ  نیرزنگهداری  شد.    -C◦  20اند، در  محلول نوترکیب به رزین متصل شده

منظور جدا کردن مرحله آخر به در. شد داده شستشو  (Na2HPO4 80 mM, NaCl 1 M, imidazole 20 mM, Tween 20 0.05%شستشو )بافر 

درجااه  4 یدر دما قهیدق 40ها به مدت حدود بافر الوشن اضافه کرده و نمونه  تریل  کرویم  500-2500حدود    کل،ین  نیرز  به  متصل  یهانیپروتئ

هااای بعاادی بمنظااور بررساایشده است خالص pol Tth آنزیم که حاوی  ، مایع رویی وژیفیپس از سانتر وقرار گرفت.  کریش یرو گرادیسانت

 (.Katalani et al. 2025آوری شد )جمع

سازی، محلول حاوی آنزیم بااه تعویا بافر  به منظور نگهداری طولانی مدت آنزیم و جلوگیری از تخریب آن توسط پروتئازها، پس از خالص

 Kcl 300 mM, DTT 1%, EDTA 0.1%, BSA 10ساااعت در بااافر نگهااداری ) 12به ماادت   Tth polرو  دیالیز تعویا شد. دیالیز آنزیم 
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mg/ml, Tris 10 mM, Glycerol 50%( با استفاده از کیسه دیالیز )Sigma گراد انجام شد. درجه سانتی 4کیلو دالتون در دمای  14( با کات آف

 (.Katalani et al. 2025گراد نگهداری شد )درجه سانتی 20های بعدی در منفی بار تکرار شد. آنزیم محلول جهت بررسی 2تعویا بافر  

 pol Tthبررسی فعالیت 

ژنومی گیاه توتون و با آغازگرهای اختصاصی ژن پرولین در این گیاه انجام  DNAبر روی  PCRآزمون  pol Tthبرای بررسی فعالیت پلیمرازی 

ژنومی، آغازگر رفت و برگشت بااا غلظاات   DNAنانوگرم    400مورد استفاده برای تکثیر بخشی از ژن پرولین، شامل    PCRشد. اجزای واکنش  

خااالص شااده در نظاار   pol Tthمیکرولیتر از  آناازیم  0/ 5مولار و میلی 2با غلظت  MgCl2مولار، میلی 0/ 5با غلظت  dNTPمیکرومولار،  0/ 5

بااه  C 54°دقیقه، دمای اتصال آغااازگر 2به مدت  C 94°سیکل شامل  35دقیقه و  5سازی اولیه به مدت شامل واسرشته PCRگرفته شد. برنامه 

 دقیقه برای ساخت نهایی قطعه هدف در نظر گرفته شد. 10درجه به مدت  C  72°دقیقه و یک دمای  1به مدت  C  72°ثانیه،   30مدت 

استخراج شده از گیاااه توتااون انجااام شااد. برنامااه ساانتز  RNAاز روی  cDNAسنتز  ،pol Tthبرای بررسی فعالیت رونوشت برداری معکوس 

cDNA    میکروگرم    1شاملRNA  مولار،  میلی  1، یون منگنزdNTP    میکرومااولار، آناازیم   2مولار، آغازگر برگشت با غلظاات  میلی  0/ 2با غلظت

pol Tth  1  میکرولیتر انجام شد. پس از اتمام سنتز  20میکرولیتر در حجمcDNA برنامه ،PCR  برای تکثیر قطعه مورد نظر در مخلوو واکنش

در حضور یون منگنز دارای فعالیت رونوشت برداری معکوس است، برای توقااف فعالیاات رونوشاات  pol Tth ادامه یافت. از آنجایی که آنزیم

 dNTPبا اضااافه شاادن آغااازگر رفاات و   PCRبرداری و شروع فعالیت پلیمرازی، با افزودن بافر کلاته کننده یون منگنز غیرفعال شد، و آزمون  

 آغاز شد. 

 

 Results and Discussion و بحث نتايج

 

 و ساخت سازه بیانی نوترکیب  Tth polجداسازی ژن 

انجام شااد. همچنااین سااطوف مختلااف دمااا،  E.coli Bl21 DE3در میزبان بیانی  Tth polمطالعه حاضر با هدف جداسازی و بیان نوترکیب ژن 

سازی و بررسی عملکرد آناازیم غلظت القاگر و ترکیب محیط کشت برای دستیابی به بالاترین میزان تولید پروتئین نوترکیب و در نهایت خالص

نوکلئوتید شااد   2502با آغازگرهای اختصاصی ژن هدف، منجر به تکثیر یک قطعه به طول    PCRنیز انجام شد. در مرحله جداسازی ژن، نتایج  

 الف(.  1)شکل  

ها انجام شناسایی و استخراج پلاسمید از آن colony PCRهای حاوی پلاسمید نوترکیب با پس از تراریختی باکتری با پلاسمید نوترکیب، کلون

های یابی قطعه مورد نظر با سایر توالی، مقایسه نتایج توالیTth polحاوی ژن    pTZ57/RTب(. پس از تعیین توالی پلاسمیدهای    1شد )شکل  

 (.2صحت ترادف مورد نظر را تأیید نمود )شکل  BLASTتوسط برنامه  NCBIموجود در پایگاه  
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با آغازگرهای اختصاصی،   Tth polحاصل از تکثیر ژن  PCR( محصول 3و  T.thermophilus ،1 ،2ژنومی باکتری  DNAاز  Tth polالف( نتایج تکثیر ژن  -1شکل 

M مارکر وزنی فرمنتاز )(SM0333) )محصول 4و 3( کنترل مثبت، 2و  1. ب )colony PCR  باکتریE.coli DH5α  ،با آغازگرهای اختصاصیM مارکر وزنی فرمنتاز )

(SM0333) . 
Fig 1. A) Tth pol  gene amplification from T.thermophilus genomic DNA. 1, 2 & 3) PCR product with specific gene primers, M) Molecular 

weight marker (SM0333). B) 1 & 2)positive control, 3 & 4) colony PCR product after transformation to E.coli DH5α with gene specific 

primers, M) Molecular weight marker (SM0333). 

 
 NCBIدر پایگاه  BLASTیابی شده با استفاده از برنامه نوترکیب توالی  نتایج حاصل از همترازی پلاسمید -2شکل 

Fig 2. The results were obtained by alignment of the sequence recombinant plasmid using BLAST program in the NCBI database. 

 

بااا اسااتفاده از آغازگرهااای اختصاصاای ژن و  pol Tthالف(. تکثیر ژن  3استفاده شد )شکل  pET28aبه منظور ساخت سازه بیانی، از پلاسمید 

ب(. پس از ایجاد انتهای چسبنده  3انجام شد )شکل  pfu DNA polymeraseتوسط آنزیم  NotIو  EcoRIدارای جایگاه شناسایی آنزیم برشی 

صورت گرفت. مخلوو واکاانش اتصااال بااه رو   T4 DNA ligase، واکنش الحاق با استفاده از PCRبا هضم آنزیمی در پلاسمید و محصول 

توسط آغازگرهای اختصاصاای ژن، اسااتخراج  colony PCRهای نوترکیب با منتقل شد. پس از شناسایی کلون E.coli DH5αشوک حرارتی به 

ج  3صحت ورود ژن به پلاسمید بیانی را تأیید کرد )شکل    NotIو    EcoRIهای  ها انجام شد و هضم آنزیمی توسط آنزیمپلاسمید از این کلون

هااای دریافاات کننااده منتقل شااد. پااس از شناسااایی کلون E.coli BL21 DE3و د(. پلاسمید نوترکیب به رو  شوک حرارتی به میزبان بیانی 

 ها برای القای بیان انتخاب شدند.توسط آغازگرهای اختصاصی ژن، این کلون colony PCRپلاسمید نوترکیب با  

3    2    1    M 4      3       2     1     M 

 ب الف 
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( 1ب(    . (SM0333)مارکر وزنی فرمنتاز  (  NotI  ،M  و  EcoRIهای  از روی ژل آگارز پس از هضم با آنزیم  pET28aسازی پلاسمید خطی  الف( نتیجه خالص  -3شکل  

)با هدف ایجاد انتهاهای چسبنده در دو انتهای ژن(،   NotIو    EcoRIهای برشی  از روی ژل آگارز پس از هضم با آنزیم  Tth polژن    PCRسازی محصول  نتیجه خالص

M  )  مارکر وزنی فرمنتاز(SM0333)  )نتایج مثبت  5و    1. ج )colony PCR    پس از انتقال مخلوو واکنش اتصال به باکتریE.coli DH5α  ،2    کنترل  4( کنترل منفی،  3و )

قبل از هضم   pET28a/ Tth pol( پلاسمید نوترکیب  2و    pET28a/ Tth pol  ،1. د( تأیید صحت ساختار پلاسمید نوترکیب   (SM0333)مارکر وزنی فرمنتاز  (  Mمثبت،  

 Tthدهنده پلاسمید خطی شده و باند پایین ژن  ، باند بالا نشانNotIو    EcoRIهای  پس از هضم آنزیمی با آنزیم  pET28a/ Tth pol( پلاسمید نوترکیب  4و    3آنزیمی،  

pol  .خارج شده از پلاسمید در اثر هضم آنزیمی استM ) مارکر وزنی فرمنتاز(SM0333) . 
Fig 3. A) Purified pET28a plasmid digested with EcoRI & NotI. M) Molecular weight marker (SM0333). B) Tth PCR product digested with 

EcoRI & NotI, M) Molecular weight marker (SM0333). B) 1. Double digested PCR product after purification from gel agarose in order to 

generate sticky ends, M) ) Molecular weight marker (SM0333).  C) 1 & 5) Colony PCR product after transformation ligation product to 

E.coli DH5α, 2 & 3) Negative control, 4) Positive control M) Molecular weight marker (SM0333). D) confirmation Tth insertion to pET28a, 

1&2) undigested recombinant plasmid, 3&4) reconbinnat plasmid after digestion with EcoRI & NotI, upper bond is plasmid backbone and 

lower bond in insert, M) Molecular weight marker (SM0333). 

 

 Tth polبیان آنزيم  

 30و  25به عنوان القاااگر، در دماهااای  IPTGغلظت  2با  LBدر دو نوع محیط کشت حداقل تغییریافته و  Tth polدر این پژوهش، میزان بیان 

های برداشاات شااده از ساعت مورد بررسی قرار گرفت. نتایج الکتروفورز نمونه  10ساعته پس از القا تا    2گراد و در فواصل زمانی  درجه سانتی

های پروتئیناای و حاصل از نتااایج الکتروفااورز نمونااه  Tthبر اساس بررسی شدت باند پروتئینی مربوو به آنزیم  تیمارهای مختلف بررسی شد.  

لیتر به دست آمد که مربوو میکروگرم بر میلی 450، بیشترین میزان بیان پروتئین Image Jافزار با استفاده از نرم BSAمقایسه با نمونه استاندارد 

( از همین تیمار باارای اسااتخراج آناازیم، 5و    4)شکل  ساعت پس از القا بود.    10و    IPTGمولار  میلی  1گراد، با غلظت  سانتیدرجه  30به تیمار  

 سازی و بررسی فعالیت آن استفاده شد.خالص

بااود. ارتباااو میاازان بیااان پااروتئین نوترکیااب و  LBدر محیط کشت حداقل تغییریافته به طور محسوسی بیشتر از محاایط کشاات  Tth polبیان 

ترکیبات محیط کشت در مطالعات متعددی بررسی شده است. این مطالعات تفاوت سااطت تجمااع و فعالیاات پااروتئین نوترکیااب را در محاایط 

سازی شرایط اند. همیشه بالاتر بودن تولید بیومس به معنی تولید بالاتر پروتئین نیست. به همین دلیل بهینهی نشان دادهخوببههای مختلف  کشت 

اسااتفاده از ارلاان و انکوباااتور شاایکردار پژوهشگران برای دستیابی به بالاترین میزان بیان پروتئین بوده اساات.    موردتوجهکشت یکی از عوامل  

باشد. این رو  به تجهیزات ویژه نیاز نداشته و به دلیل مقرون به صاارفه بااودن باارای سازی شرایط کشت میروشی ساده و متداول برای بهینه

 (.Pouresmaile & Azizi-Dargahlou. 2023باشد )بررسی اولیه بیان پروتئین نوترکیب مورد توجه می

انجام شد.   LBدر دو نوع محیط کشت حداقل و    E.coliدر میزبان    (2021)و همکاران    Palبررسی بیان نوترکیب اینترفرون بتای انسانی توسط  

 بااود.  LBدر محیط کشت حداقل رشد بهتری داشت و میزان بیان اینترفرون بتای نوترکیب نیز در محیط کشت حداقل بیشااتر از    E.coliمیزبان  

لزوماً این محیط بهترین گزینه برای تولید پروتئین نوترکیب اساات. یکاای   ،E.coliبرای رشد    LBسابقه طولانی استفاده از محیط کشت    باوجود

M   1 M   1 5     4      3     2    1     M M     4     3    2     1     M 
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، القای LBهای غنی مانند به طور معمول و در محیط کشت . (Broedel et al. 2001)باشد  LBتواند فقدان سیستم بافری در محیط از دلایل می

شااود. ایاان اماار منجاار بااه محیط اسیدی می pH و بالاتر رفتن تراکم با رشد باکتریشود. انجام می OD= 0.6-0.8تراکم نوری  محدودهبیان در 

، به همین دلیل امکان القای بیان در تراکم بالا در این محیط وجود ناادارد. در شودمیو در نتیجه کاهش بیان  رفتن پلاسمید  ناپایداری و ازدست 

امکااان بیااان  ،محاایط pHبه دلیل حف   ماند.محیط حف  شده و در نتیجه پلاسمید پایدار می pHمحیط کشت حداقل، با افزایش تراکم سلولی، 

بالایی از توده ساالولی را قباال از   به طور نسبیتراکم    توانیم  صورت استفاده از محیط کشت حداقل،نیز وجود دارد. در    تراکم بالاپروتئین در  

ثیر منفاای باار میاازان تااوده أتاا  شااود،انجام می منظور افزایش فرم محلول پروتئینبهپس از القا که به طور معمول و کاهش دما   داشت القای بیان  

 3بر میزان بیان  pH(. تأثیر et al. Sivashanmugam 2009) اندها به میزان کافی سلول  تکثیر شدهقبل از القا سلول رایسلولی نخواهد داشت؛ ز

گزار  شده است. در این بررسی مشخص شد افاازایش  2019و همکاران در سال  Azatainتوسط  E.coli BL21پروتئین نوترکیب در میزبان 

های تولیااد هزینااه توجااهقابلشود. این موضوع باعااث کاااهش برابری پروتئین نوترکیب می 2منجر به افزایش   pH  قدرت بافری محیط و ثبات

و تااأثیر آن باار پایااداری پلاساامید، اثاار ترکیااب محاایط کشاات باار  pHعلاوه بر حف  (. Azatian et al. 2019)پروتئین نوترکیب خواهد شد 

 هااای چپروناای باشاادتاخوردگی پروتئین نوترکیب نیز گزار  شده است. این موضوع ممکاان اساات از طریاار تااأثیر باار تنظاایم بیااان پروتئین

(Broedel et al. 2001.) های شوک حرارتی در میزبان شده و منجر به افزایش تشکیل پیونااد افزودن ترکیباتی مانند اتانول موجب بیان پروتئین

مشخص کردن ترکیبات محیط کشت یکی از عوامل مهم تولید بهینااه پااروتئین  (.Jiseph et al. 2015)شود ی در پروتئین هدف میدیسولف ید

تواند باعث افزایش بازده تولید پروتئین شااود. یااک محاایط کشاات حااداقل ها مینوترکیب است. ترکیب اسیدهای آمینه، عصاره مخمر و نمک

ها که نیتروژن، فسفر و عناصر کمیاااب را فااراهم حاوی یک منبع کربن مانند گلوکز )که نقش مهمی در تأمین منبع کربن و انرژی دارد( و نمک

 (.Maksum et al. 2023است ) E.coliکنند، محیط مناسبی برای تکثیر می

علاوه محیط کشت، دما نیز از عوامل مؤثر بر میزان بیان پروتئین نوترکیب است که در این پژوهش بااه آن پرداختااه شااد. نتااایج بررساای بیااان 

توانااد بااه دلیاال درجه بود. ایاان موضااوع می  25درجه در محیط کشت حداقل تغییریافته بیشتر از دمای    30مشخص نمود میزان بیان در دمای  

مل تأثیرگذار در میاازان و نحااوه سرعت بالاتر رشد باکتری در دمای بالاتر و در نتیجه میزان تولید بالاتر پروتئین نوترکیب باشد. دما یکی از عوا

تااوان از تشااکیل اجسااام انکلوزیااونی جلااوگیری نمااود. های نوترکیب است. به طور معمول با کاهش دمای کشت پس از القا، میبیان پروتئین

ها منجر به تشااکیل ها در دمای بالا و افزایش تعاملات غیرطبیعی پروتئینبرد، اما ممکن است تجمع پروتئینافزایش دما سرعت رشد را بالا می

(. دمای بهینه تولید Hanapiah et al. 2019شود )اجسام انکلوزیونی شود. همچنین افزایش دما ممکن است منجر به از دست رفتن پلاسمید می

های پروتئین بستگی دارد. به عنوان مثال دمای بهینه تولید پروتئین نوترکیب هورمون رشد ماهی هر پروتئین نوترکیب متفاوت بوده و به ویژگی

به عنوان یک فاااکتور رشااد  C(. بیشترین میزان پروتئین نوترکیب سوماتومدین Choi et al. 2018گراد تعیین شد )درجه سانتی 25-30کفشک 

درجااه   HSPA6  ،37ساعت پس از القا به دساات آمااد )(، در حالیکااه دمااای بهینااه بیااان پااروتئین نوترکیااب    22درجه و    25انسانی در دمای  

گراد گزار  شد. این نتایج بیانگر این موضوع هست که دمای مناسب برای بیشینه بیان هر پااروتئین متفاااوت بااوده و بایااد تعیااین شااود سانتی

(Maksum et al. 2023 کاهش دمای بیش از حد نیز باعث کاهش بازده تولید پروتئین نوترکیب خواهد شد. کاهش دما باعااث کاااهش رشااد .)

شااود کااه در نهایاات منجاار بااه سلول، تغییر در فیزیولوژی سلول، کاهش سیالیت غشا و کاهش پایداری ساختار ثانویه اسیدهای نوکلئیااک می

ها نشان داده است که بازه دمااایی کمتاار از دمااای (. پژوهشPhadtare et al. 2004شود )می RNAکاهش کارایی ترجمه و رونویسی و تجزیه 

 (.Niiranen et al. 2007و بالاتر از دمای اتاق برای دستیابی به دمای بهینه بیان هر پروتئین مناسب است ) E.coliبهینه رشد باکتری  
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نتایج حاصل از الکتروفورز نمونه   -۴شکل   به ترتیب  5تا    1درجه. ردیف    30و    25های مختلف از محیط کشت حداقل در دماهای  های برداشت شده در زمان الف(   )

،  Taq pol( نمونه تجاری آنزیم  6ساعت پس از القا، ردیف    10و    8،  6،  4،  2های  درجه و زمان  30مولار در دمای  میلی  IPTG  1های برداشت شده پس از القا با  نمونه

)7ردیف   پروتئین  وزنی  مارکر   )BSM0024, biobasic  ردیف نمونه12تا    8(،  ترتیب  به  با  (  القا  از  پس  شده  برداشت  دمای  میلی  IPTG  1های  در  درجه   25مولار 

های  ب( نتایج حاصل از الکتروفورز نمونه .2و    mg/ml  1ساعت پس از القا. سرم آلبومین گاوی به عنوان استاندارد در دو غلظت    10و    8،  6،  4،  2های  گراد و زمانسانتی

مولار در میلی  IPTG  1های برداشت شده پس از القا با  ( به ترتیب نمونه5تا    1درجه. ردیف    30و    25در دماهای    LBهای مختلف از محیط کشت  برداشت شده در زمان

 IPTG  1های برداشت شده پس از القا با  ( به ترتیب نمونه11تا    7( مارکر وزنی پروتئین، ردیف  6ساعت پس از القا، ردیف    10و    8،  6،  4،  2های  درجه و زمان  30دمای  

 ساعت پس از القا  10و  8، 6، 4، 2های درجه و زمان 25مولار در دمای میلی

Fig 4. A) The results obtained from the electrophoresis of samples collected at different times from the minimal medium were compared at 

temperature at 25 and 30 degrees. Rows 1 to 5) samples collected after induction with 1 mM IPTG at 30 °C for 2,4,6,8 & 10 after induction. 

Row 6) commercial Taq pol, row 7) protein size marker, row 8 to 12) samples collected after induction with 1 mM IPTG at 25 °C for 2, 4, 6, 

8,& 10 after induction. Bovine Serum Albumin (BSA) was used as a standard at two concentrations 1 & 2 mg/ml. B) The results obtained 

from the electrophoresis of samples collected at different times from the LB medium were compared at temperature at 25 and 30 degrees. 

Rows 1 to 5) samples collected after induction with 1 mM IPTG at 30 °C for 2,4,6 & 8 after induction, row 6) protein size marker, row 7 to 

12) samples collected after induction with 1 mM IPTG at 25 °C for 2,4,6,8,& 10 after induction. 

 

 Tth polسازی آنزيم  خالص

حاااوی  Tth polاز رزین حاوی نیکل عبور داده شد. آنزیم نوترکیب  Tth polپس از تیمار حرارتی عصاره سلولی لیز شده، سوپرناتانت حاوی 

های فاقد این دنباله هیستیدینی از رزین عبور های نیکل موجود در رزین را دارد و بقیه پروتئینکه تمایل به اتصال به یون  است   6Xhisیک سر  

 پس از تعویا بافر با استفاده از دیالیز انجام شد. Tth pol(. بررسی فعالیت محلول حاوی  5کنند )شکل می

 الف

1               2           3             4            5              6             7              8              9             10             11 

 ب

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

3.
2.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
31

 ]
 

                            10 / 14

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.13.2.6
https://gebsj.ir/article-1-512-en.html


 و همکاران   ی سلیمان  ....ميآنز تیفعال یبررس و یسازخالص ان،یب یسازنه یبه

 

 1403 ستان پایيز و زم  / 2شماره   / زدهمسي دوره  / و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی   200

 

 
نوترکیب با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی. لیز سلولی با استفاده  از رو  جوشاندن و سپس تعویا بافر با استفاده از فیلتراسیون بر    Tth pol  یسازخالص  -5شکل  

  4، چاهک  محتوای پروتئین کل قبل از تیمار حرارتی   3، چاهک  ی بیانقبل از القا  محتوای پروتئین کل سلول   2  مارکر وزنی پروتئین، چاهک  1مبنای سانتریفیوژ. چاهک  

  بافر  7( پس از عبور از ستون، چاهک 1  بافر شستشو )6چاهک  محتوای پروتئینی پس از عبور از رزین،  5، چاهک سوپرناتانت پس از تیمار حرارتی محتوای پروتئین کل

 ( جهت خروج پروتئین هدف از ستون.3)  و  (2) ،(1)  الوشن  بافر 10و  9، 8( پس از عبور از ستون، چاهک 2شستشو )

Fig 5. Purification of Tth pol using affinity chromatography. Cell lysis was performed using a boiling method, followed by buffer exchange 

through centrifuge-based filtration. 1) protein size marker, 2) cell lysate before induction, 3) cell lysate before boiling, 4) supernatant after 

boiling, 5) proteins after passing through the coloum 6) Wash buffer 1 after passing through the column, 7) Wash buffer 2 after passing 

through the column, 8, 9 &10) elution of target protein. 

 Tth polبررسی فعالیت آنزيم  

منجاار بااه  Tth polبا استفاده  PCRفعالیت پلیمرازی و رونوشت برداری معکوس آن مورد بررسی قرار گرفت. آزمون  Tth polپس از تخلیص 

بررساای فعالیاات  منظوربااهالااف(.  6دهنده صحت فعالیت پلیمرازی آناازیم اساات )شااکل نوکلئوتیدی شد و که نشان  1000تکثیر قطعه حدود  

انجام شد و در ادامه با کلاته کردن یون منگنز توسط  Tth polگیاه توتون با استفاده از  RNAاز نمونه  cDNAرونوشت برداری معکوس، سنتز 

EGTA (ethylene glycol-bis(ß-aminoethyl ether)-N,N,Nˊ,Nˊ-tetraacetic acid) وبرگشاات رفت جفت آغازگر  2، و افزودن یون منیزیم و 

نشان داد آنزیم نوترکیب خااالص شااده بااه طااور کاماال فعااال بااوده و دارای   جینتاب(.    6انجام شد )شکل    موردنظرت  اژن پرولین، تکثیر قطع

 عملکرد دوگانه پلیمرازی و رونوشت برداری معکوس است.

 

 

، ب( بررسی فعالیت رونوشت برداری  Tth pol( قطعات تکثیر شده توسط 2و  1، (SM0333)( مارکر وزنی فرمنتاز Tth pol  ،Mالف( بررسی فعالیت پلیمرازی   -6شکل 

 . (SM0333)( مارکر وزنی فرمنتاز Tth pol  ،Mساخته شده توسط  cDNA( قطعات تکثیر شده از روی 2و  Tth pol ،1معکوس 

Fig 6. A) polymerase activity of Tth pol, M) Molecular weight marker (SM0333), 1&2) PCR products amplified by Tth pol, B) reverse transcriptase activity 

of Tth pol, 1&2) PCR products amplified from cDNA synthesized by Tth pol, M) Molecular weight marker (SM0333). 
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تر وجااود دارد. ساارعت بااالاتر نوترکیب، امکان استفاده از این آنزیم در سطت گسترده Tth polعملکرد دوگانه  بودنمثبت  بهباتوجه گیری نتیجه

های زیستی ایاان آناازیم را کاندیاادای مناساابی باارای در نمونه PCRهای ، عملکرد دوگانه، مقاومت بالاتر نسبت به بازدارندهTaq polنسبت به 

های زیستی مسااتلزم صاارف زمااان و از نمونه PCRهای ی مولکولی کرده است. حذف بازدارندههاشیآزماپلیمرازها در    DNAجایگزینی سایر  

ایاان  Tth polدهااد. اسااتفاده از کاااهش می -زمانی که هدف بررسی بیان ژن باشد ژهیوبه -ها را نیز هزینه است و به طور معمول کیفیت نمونه

خصااوص در مااورد کاربردهااای سااازد. ایاان موضااوع بهنیاز میها بیمشکل را برطرف کرده و پژوهشگران را از انجام مراحل حذف بازدارنده

 درمانی و تشخیصی حائز اهمیت است. 

سااازی بیااان در توانااد در ادامااه مااورد بررساای قاارار گیاارد. بهینهموضوع مهمی است که می Tth polتولید بهینه و حداکثری شکل فعال آنزیم 

ای و بااه پااایش لحظااهتواند در آینااده بررساای شااود.  باتوجهفرمانتور باهدف دستیابی به مقادیر بالاتری از آنزیم از جمله مواردی است که می

، دما، سرعت هم زدن و اکسیژن محلول امکان کنترل شاارایط و دسااتیابی بااه شاارایط بهینااه تولیااد حااداکثری pHتر عوامل محیطی مانند   دقیر

 محصول در مقایسه با بیان پروتئین در ارلن وجود دارد.

نوترکیااب  صورتبهسازی آن پس از بیان است که موجب تسهیل فرایند خالص Tth polهای مثبت آنزیم مقاومت به دمای بالا از جمله ویژگی

های موجود در عصاره ساالولی های موجود در عصاره سلولی، از تیمار حرارتی برای حذف برخی پروتئینشد. به دلیل حساسیت سایر پروتئین

 سازی پروتئین شد.های مربوو به خالصها با روشی ساده و کاهش هزینهتر سایر پروتئیناستفاده شد. این رو   منجر به حذف سریع

، دستیابی به شرایط بهینه تولیااد پااروتئین محلااول بااا تاااخوردگی E.coliهای نوترکیب در  های متعدد در حوزه تولید پروتئینبا وجود پیشرفت 

هایی روبرو است. میزبان، پلاساامید و شاارایط کشاات از جملااه عواماال حیاااتی و تعیااین کننااده بیااان صحیت و عملکرد مناسب هنوز با چالش

(. هر عاملی تأثیر متفاااوتی باار روی بااازده تولیااد پااروتئین دارد. Gheibi Hayat et al. 2018هستند ) E.coliآمیز پروتئین نوترکیب در موفقیت 

سازی بیان پروتئین و تعیین شرایط بیشینه تولید، مستلزم بررسی تمام این عوامل است. هیچ سیستم بیانی وجااود ناادارد کااه باارای بنابراین بهینه

های آن سیستم بیانی و شاارایط بیشااینه های نوترکیب مناسب باشد، بلکه باید برای تولید هر پروتئین متناسب با ویژگیتولید بهینه تمام پروتئین

 (. Maksum et al. 2023تولید را بررسی کرد )
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