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 چکیدُ

ّبی هَخَد  یکشٍاسگبًیؼنکبسگیشی فیتبص خذاؿذُ اصهِ ؿٌبػبیی ٍ ث سهیٌِ ٍ ّدف:      
 آًضین ثِ هٌظَس اػتفبدُ تدبسی دس كٌبیغ هختلفایي دس تَلیذ  صیبدیاّویت ، دس خبک 

ثِ هٌظَس ؿٌبػبیی گًَِ ّبی ثبػیلَع تَلیذ کٌٌذُ آًضین فیتبص ٍ خذاػبصی  هغبلؼِ یيداسد.ا
 .طى تَلیذ کٌٌذُ ایي آًضین كَست گشفت

ؿْشػتبى ّبی هختلف هٌبعق کَّؼتبًی  ًوًَِ ثشداسی اص خبک رٍػ بزرعی:      
 Bacillus Medium Agar خذاػبصی اٍلیِ ثبػیلَع دس هطیظ غٌی .تٌکبثي اًدبم ؿذ

ّب ٍ اػتخشاج طًَم ثبکتشی، ثب اػتفبدُ اص پشایوش  كَست پزیشفت. ثؼذ اص خذاػبصی ثبکتشی
 ثب سٍؽؿٌبػبیی ؿذُ ٍ ًؼخِ ّبی صیبدی اص ایي طى تَلیذ کٌٌذُ آًضین اختلبكی طى 

PCR .تفبدُ اص ثشسػی ّبی تکویلی اصخولِ ثب اػ تکثیش ؿذSDS-PAGE  ٍػٌدؾ فؼبلیت
 آًضیوی اًذاصُ ایي پشٍتئیي ٍؿشایظ ثْیٌِ تَلیذ آى اسصیبثی گشدیذ. 

ًوًَِ خبکی کِ هَسد آصهبیؾ قشاس گشفتٌذ یک ثبکتشی تشؿص کٌٌذُ  40اص  یبفتِ ّب:      
گًَِ ثبػیلَع گشفت ٍ  قشاستَالی یبثی  ایي ثبکتشی هَسد ٍ آًضین فیتبص خذاػبصی ؿذ

تَلیذ ؿذُ اص ایي طى دس  پشٍتئیي فیتبص اًذاصُػَثتلیغ ػَیِ اع تی آس تـخیق دادُ ؿذ. 
دس عَل هَج  /.1 دسخِ دس ضذٍد 55کیلَ دالتَى ثَدُ ٍ فؼبلیت آًضین دس دهبی  45ضذٍد 

 تکثیش كَست گشفت. bp1200ضذٍد  اًذاصُدػت آهذ. طى فیتبص ثب ِ ًبًَهتش ث 415

ثب تَخِ ثِ ایٌکِ هیکشٍاسگبًیؼن ّبی تَلیذ کٌٌذُ آًضین فیتبصدسؿشایظ  :ًتیجِ گیزی      
هطیغی عجیؼی آًضین سا دس هقبدیش هطذٍد ٍ ثب کبسائی ٍ کیفیتی دس ػغَش هیکشٍاسگبًیؼن 

ّبی تَلیذ کٌٌذُ فیتبص ٍ تخلیق ایي  تَلیذ هی کٌٌذ، ثٌبثشاثي ؿٌبػبیی ٍخذاػبصی ثبػیل
 اّویت ٍیظُ ای ثشخَسداس هی ثبؿذ.پشٍتئیي اص 

 ، فؼبلیت آًضیوی،SDS-PAGEثبػیلَع ػَثتلیغ،فیتبص،  کلیدی: ٍاصُ ّبی      
 پلیوشاصیصًدیشُ ای  ٍاکٌؾ
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 پضٍّؾی – علوی رتبِ دارای
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 32/  ًبظوی ٍ ّوکبراى

  

 62 ٍیضُ ًبهِ ببکتزی ؽٌبعی (5هجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ ّفتن)ؽوبرُ 

  هقدهِ
اساضی صساػی دًیب ثِ کـت اًَاع  دسكذ 90ثیؾ اص       

ضجَثبت، غلات ٍ داًِ ّبی سٍغٌی اختلبف یبفتِ اػت. ایي 

هطلَلات هٌجغ هْوی اص هَاد غزایی هَسد ًیبص ثشای 

ضیَاًبت ثِ ؿوبس هی سًٍذ. یکی اص ػٌبكش ٍ تشکیجبت هْن 

 ایي هبدُ ػبصًذُ ایي ًَع هطلَلات اػیذفیتیک هی ثبؿذ.

 80فؼفبت ثَدُ کِ ثیؾ اص ای  ًَػی اص تشکیت رخیشُ

تـکیل هی کل فؼفش هَخَد دس غلات ٍ ضجَثبت سا دسكذ 

-تشکیت رخیشُ ؿذُ ای اص هیَ دّذ. اػیذ فیتیک دس

هْن سؿذ ثِ ؿوبس هی  ػبهلصیتَل ًیض هی ثبؿذ کِ ًَػی ایٌَ

دس ؿشایظ فیضیَلَطیکی اػیذفیتیک هَاد هؼذًی  (.1)سٍد

ی سا ضزف هی ضشٍسی ّوسَى کلؼین، هٌیضین، آّي ٍ سٍ

کٌذ. ثٌبثشایي، اػیذفیتیک تشکیت ٍ ػٌلشی ضذ تغزیِ ای 

هَاد غزایی سا خٌثی هی ػبصد( دس هَادغزایی  )کِ اسصؽ

ًـخَاسکٌٌذگبى اػیذفیتیک سا اص عشیق فؼبل  گیبّی اػت.

 تَػظػول  ؿذى فیتبصّب خزة ٍ ّضن هی کٌٌذ کِ ایي

اًدبم  خبًَاساىسٍدُ ایي ثبکتشی ّبی هَخَد دس  یفیتبصّب

ّوسَى  کِ داسای یک هؼذُ ّؼتٌذ، ی. ضیَاًبتهی ؿَد

خَک، عیَس ٍ هبّی ثِ ؿکل ضؼیفی اص فؼفش فیتبت اػتفبدُ 

سٍدُ  -هی کٌٌذ صیشا فبقذ فیتبصّبی هَخَد دس دػتگبُ هؼذُ

 ،فیتبتثب  تـکیل کوپلکغ ّبی هؼذًی .ای خَد ّؼتٌذ

 هؼذًی هَاد خزة هبًغ ای سٍدُ دػتگبُ دسثَدُ ٍ  ًبهطلَل

. اػیذفیتیک ػلاٍُ ثش تشکیت ؿذى ثب هَادهؼذًی ٍ ؿَد هی

 –آلفب، پپؼیي، پشٍتئیي ّب، ثب آًضین ّبیی ّوسَى تشیپؼیي

 ًتیدِ دس کِ ثَدُ استجبط دس گبلاکتَصیذاص -ثتب هیلاصٍآ

. اًدوي دّذ هی کبّؾ سا گَاسؿی ّبی آًضین ایي کبسکشد

ًبهگزاسی آًضیوی ٍاضذ ثیي الوللی ثیَؿیوی، دٍ ًَع فیتبص سا 

 6-( ٍ فیتبص EC 3 ، 1 ، 8،3) 3 –هؼشفی کشدُ اػت :فیتبص 

(26  ،3  ،1  ،3 ECفیتبص .)-هیکشٍ اسگبًیؼن ّب ٍ ٍیظُ  3

ضذاکثش ػولکشد آًضین دس  (.3)گیبّبى اػت ٍیظًُیض  6-فیتبص

pH 5/7-0/7  هـبّذُ گشدیذ. آًضین  50دس دهبی هغلَة

+2هیلی هَلاس  یکاص عشیق افضٍدى 
Zn  ،2+

Ba  ،2+
Cu  ،3+

Al 

 ٍEDTA  ٍ ػولکشد فیتبص هی ؿَد. غیشفؼبل هتَقف

 ًَِ ّبی ـَف دس گـلـخِ ـبسذ ٍ ثـدس قت ـاغلی ــشٍثـکـهی

 

تشیي  فؼبل شدآػپشطیلَع ًبی. آػپشطیلَع دیذُ هی ؿَد

قغؼِ اكلی طى فیتبص ؿبهل  . تَلیذ کٌٌذُ فیتبص قبسزی اػت

ّبی پپتیذی  اػیذ اهیٌِ کِ ثب تَالی 330اػت اص  ORFیک 

تشهیٌبل ٍتَالی پپتیذی دسًٍی هشتجظ -Nؿخلی اص 

 کیلَ دالتَى هی 9/41یي فیتبص ئلکَلی پشٍتٍصى ه .(4،7)اًذ

ّیر یک اص فیتبصّبی ثبػیلی داسای ػبختبس  ثبؿذ.

RHGXRXP  ًجَدُ کِ دس ٍاقغ تَالی اػت کِ دس ًبضیِ فؼبل

(. 4 5)  رخیشُ ؿذُ اػت فیتبصّب ثِ عَس قبثل تَخْی ضفظ ٍ

 Bacillus subtilisثبکتشی  ،یکی اص هٌبثغ خَة تَلیذ فیتبص

ثبکتشی اػت کِ ایي  اص آىهی ثبؿذ کِ اص هضایبی اػتفبدُ 

یک ثبکتشی گشم هثجت فبقذ غـبی ػلَلی خبسخی ثَدُ 

ثشایي هی تَاًذ پشٍتئیي ّبی ّوؼبى سا ثِ خلَف دس عی ثٌب

 .ًوبیذدس هطیظ کـت ٍاسد  هؼتقیوبً فبص سؿذ لگبسیتوی

گًَِ ّبی ثبػیلی ثب تشاکن ػلَلی ثبلا دس هٌبثغ ًیتشٍطى ٍ 

 صا ًجَدُ ٍ ثیـتش ثبػیل ّب ثیوبسی سؿذ هی کٌذ. کشثي ػشیؼبً

خْی دیذُ قبثلیت تخویش ػبصی ًیض دس آًْب ثِ عَس قبثل تَ

ٍصى  B.subtilisلکَلی فیتبص ثب ثیبى صیبد دس . ٍصى هاػت ؿذُ

ایي  اص اًدبمّذف  .(7،6هی ثبؿذ)کیلَ دالتَى 45ضذٍد 

 ٍ Bacillus subtilisعشش خذاػبصی ایي طى اص ثبکتشی  

تؼییي تَالی ایي طى ٍثشسػی فؼبلیت آًضیوی ٍتؼییي ٍصى ایي 

 هلکَلی آى ثَد.

  رٍػ بزرعی

ًوًَِ تْیِ  40 هٌبعق کَّؼتبًی ؿْشػتبى تٌکبثي اص       

ّب ثِ آصهبیـگبُ هقذاسی اص خبک  پغ اص اًتقبل ًوًَِ .گشدیذ

ثشای ضفظ  (%9/0) هطلَل ًوکیّبی ضبٍی  سا دس لَلِ

ٍ دس  ؿذُؿشایظ اػوضی اضبفِ کشدُ ػپغ خَة هخلَط 

ّب  . دسهشضلِ ثؼذی لَلِگشهخبًِ گزاسی ؿذ c95˚هبسی  ثي

 ػبًتشیفیَط ّب ضبٍی ثبکتشی هبیغ فَقبًی ػبصیهٌظَس خذا  ثِ

خْت اػتفبدُ  10-8ّبی هختلف تب سقت  سقتػپغ . گشدیذ

 .گشدیذآهبدُ  هطلَل ًوکیثِ ٍػیلِ  دس هشضلِ کـت

-Luriaّبی هیکشٍثی سا دس هطیظ هقذاسی اص ػَػپبًؼیَى

Bertany Agar  ُدادُ ؿذ ٍ ای کـت  ثِ كَست ػفش

گشهخبًِ گزاسی  c37˚ػبػت دس دهبی  24ّب ثِ هذت  پلیت
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ػپغ اص کلًَی ّب گؼتشؿی تْیِ ؿذُ ٍ پغ اص  .گشدیذ

، سًگ آهیضی گشم ٍ ؿٌبػبیی ثبػیل ّبی گشم هثجت

ثِ  Bacillus Medium Agarّب سا سٍی هطیظ  ثبکتشی

 .ایدبد ؿَد ّبی تک کلٌی قؼوتی کـت دادُ تب 5كَست 

ّبی ّبی تک سا دس هطیظ  ّب کلٌی ػبصی ثبکتشی ثشای غٌی

Bacillus Medium Broth ثشای ثشسػی  دادُ ؿذ. کـت

 PSM(phytaseاختلبكی  اص هطیظ ٍخَد طى فیتبص

screening medium) ُّب سا دس هشکض  . کلٌیگشدیذاػتفبد

گشهخبًِ ػبػت  72-48ثِ هذت  c37˚پلیت کـت ٍ دس 

تیک یدس كَستی کِ ثبکتشی ثتَاًذ اػیذ ف گزاسی ؿذ.

تَلیذ فیتبص ای کِ ثیبًگش  هَخَد دس هطیظ سا تدضیِ کٌذ ّبلِ

ّب  ّبیی کِ تَلیذ فیتبص آى ثبکتشی .هی ثبؿذ ایدبد هی گشدد

ثِ هٌظَس  Bacillus medium Brothهثجت ؿذُ سا هدذد دس 

ثب  DNAاػتخشاج (.4ُ ؿذ)کـت داد DNA اػتخشاج

 DNAکلشٍفشم ٍ کیت اػتخشاج -اص دٍ سٍؽ فٌلاػتفبدُ 

ثِ  ؿذ. اًدبم cat.No: DN8115C)ؿشکت ػیٌبطى ایشاى)

ثشای تَالی ضفبظت ؿذُ ایي طى  ,هٌظَس تکثیش طى فیتبص

كطت ٍخَد طى فیتبص  ثشای(. 8)پشایوش خذیذی عشاضی ؿذ

ًَکلئَتیذی سا دس ثش  1200کِ ًبضیِ  ؿذپشایوشی عشاضی 

ثبلادػت، پبئیي دػت  پشٍهَتَسی، ؿبهل ًَاضیگشفتِ ٍ 

اًدبم ؿشایظ ثْیٌِ  دستکثیش طى هَسد ًظش  (.4)ثبؿذایي طى 

ثشسػی ٍ ؿٌبػبیی ثبکتشی اص سٍؽ  ثشای (.9،8گشفت )

اػتفبدُ ؿذ. ثشای ایي کبس اص پشایوش  16srDNAلکَلی ه

عشاضی ؿذُ  16srRNAای اص  اختلبكی کِ ثش اػبع ًبضیِ

 16srDNAّش دٍ قغؼِ طى فیتبص ٍ پغ اص تکثیش . ؿذاػتفبدُ 

آًبلیض کیفی ثِ کوک طل . اًدبم ؿذآًبلیض کیفی ٍ کوی 

هطلَل ثقیِ  ٍ ؿذ  آگبسص ٍ ػیؼتن الکتشٍفَسصی اًدبم

لَل تکثیش طى هطّوشاُ ِ ث 16srDNAٍاکٌؾ پلیوشاصی 

کشُ ) macro geneي تَالی ثِ ؿشکت ییْت تؼـیتبص خـف

ثب  DNAاسػبل ؿذ. اسصیبثی کیفیت دادُ ّبی تَالی  (خٌَثی

ػپغ ثب اػتفبدُ اص ثشًبهِ  ٍ  Chromasاػتفبدُ اص ثشًبهِ

دس هشکض هلی اعلاػبت ثیَتکٌَلَطی  BLASTآًلایي 

(NCBI) ضؿکی دس هَػؼِ هلیـلی پـِ هـبًـخـتبثـغ دس کـٍاق 

 

 ؿٌبػبئی پشٍتئیي ثشای (.10،9)ذ.ـبم ؿـدـاً( NIHلاهت )ـػ 

کـت دادُ ٍ   P.S.M.Brothاثتذا ثبکتشی سا دس هطیظ فیتبص 

فبص سٍیی کِ ضبٍی پشٍتئیي  گشدیذ.ػپغ ػبًتشیفیَط 

سا ثِ آساهی خذا کشدُ ٍ ثِ اسلي اػتشیل هٌتقل ثَد تشؿطی 

هطلَل  دادُ ؿذکشدُ ٍ اسلي سا سٍی ّوضى هغٌبعیؼی قشاس 

ست دّی )هطلَل اػتَى اؿجبع( سا  ثِ آساهی ٍ ثِ كَ سػَة

هطتَیبت اسلي اضبفِ کشدُ ٍ دسكذ  80قغشُ قغشُ تب هیضاى 

سا  فبص تـکیل ؿَد ػپغ آى 2تب  دادُ آى سا دس یخسبل قشاس

تب پشٍتئیي قشاس دادُ داس  هخلَط کشدُ دس ػبًتشیفیَط یخسبل

ػَح سٍئی سا دٍس سیختِ ػپغ  ثِ  ٌذ.فیتبص سػَة ک

سا اضبفِ   pH 8هیلی هَلاس ثب  Tris HCL 20سػَة  هطلَل 

(. ثشای سًگ آهیضی 11)کشدینکشدُ ثِ خَثی هخلَط 

 Cat,No.R0891))اص کیت سًگ آهیضی فشهٌتبص پشٍتئیي 

سٍی  ثشای اسصیبثی اًذاصُ قغؼبت پشٍتئیي ثش اػتفبدُ گشدیذ.

 (Cat.No.S0431)ؿشکت فشهٌتبص  protein ladderطل اص 

 سٍؽظَس اص ــي هٌـای َسصـکتشٍفـالثشای  ذ.ـتفبدُ ؿـاػ

SDS-PAGE طل قؼوت خذاکٌٌذُ غلظت  .اػتفبدُ ؿذ

الکتشٍفَسص  .دسكذ ثَد 4ٍ طل هتشاکن کٌٌذُ  دسكذ12

 6عی هذت  SDS-PAGE %12 پشٍتئیي هَسد ًظش سٍی طل 

گشفت.  اًدبم 30ٍ هیلی آهپش 120ػبػت دس ٍلتبط 

ثشای  اًدبم گشدیذ. کوبػی ثلَثب اػتفبدُ اص آهیضی طل  سًگ

هٌجغ آًضیوی ٍ ػَثؼتشا سا دس ثي  آًضیویثشسػی فؼبلیت 

اص . گشهخبًِ گزاسی گشدیذدسخِ ػبًتیگشاد  55هبسی 

هیلی لیتش ػَثؼتشا سا  2 هطلَل فَقبًی یک هیلی لیتش سا ثب

 65دسخِ ػبًتیگشاد ثِ هذت  55ٍ دس دهبی کشدُ هخلَط 

 ml 5/0اص هخلَط سا ثب  ml 1ػپغ  قشاس دادُ ؿذ.دقیقِ 

ٍ پغ اص ػبًتشیفیَط کشدُ هطلَل سًگ صدا خَة هخلَط 

. ؿذ خَاًذُ nm 415هیضاى خزة فبص سٍیی سا دس عَل هَج 

 NaC2H3O2.3H2Oگشم  02/30هطلَل ثبفش فؼبلیت آًضیوی: 

هیلی لیتش آة ضل ٍ  900کِ دس  CaCl2H2Oگشم  147/0ٍ 

 سػبًذُ ٍ ضدن سا ثب آة 5/5سا ثِ  pH% 100ثب اػیذ اػتیک 

گشم  40/8. هطلَل ػَثؼتشا فؼبلیت آًضیوی: سػیذلیتش  1ثِ 

 ش هطلَل ثبفش ضل کشدُ ـیلی لیتـه 900تبت سا دس ـذین فیـاص ػ
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سػبًذُ ٍ ضدن سا  5/5سا ثِ  pH دسكذ100ثب اػیذ اػتیک ٍ 

. هطلَل اػیذ ًیتشیک سػبًذُ ؿذلیتش  1ب هطلَل ثبفش ثِ ث

ِ تذسیح ثِ ث ًیتشیکلیتش اص اػیذ  هیلی 70: فؼبلیت آًضیوی

. هطلَل آهًَیَم ّپتب هَلیجذات: ؿذلیتش آة اضبفِ  هیلی 130

هیلی لیتش آة ضل کشدُ ٍ  900گشم ّپتبهَلیجذات سا دس  100

 1ة ثِ آ اضبفِ ٍ ضدن سا ثب دسكذ 25َم یلیتش آهًَ یهیل 10

گشم آهًَیَم  35/2هطلَل آهًَیَم ًٍذات:  سػبًین. لیتش هی

دسخِ ضل  65لیتش آة ٍ دس دهبی هیلی  400ًٍذات دس 

هیلی لیتش هطلَل اػیذ ًیتشیک افضٍدُ ٍ  20کشدُ ٍ ثِ تذسیح 

هطلَل  سػبًین. لیتش هی 1پغ اص ػشد ؿذى ثب آة ثِ ضدن 

هیلی لیتش اص هطلَل ّپتبهَلیجذات سا ثب  250هتَقف کٌٌذُ: 

هیلی لیتش هطلَل آهًَیَم ًٍذات اضبفِ ٍ ثِ تذسیح ثِ  250

اضبفِ ٍ ثب آة  دسكذ 65لیتش اػیذ ًیتشیک  هیلی 165آى 

  سػبًین. لیتش هی 1هقغش ثِ ضدن 

ثشای ثشسػی اثشات دهب ثش فؼبلیت آًضین  ؿشایظ دهبئی دس 

ثِ ػٌَاى ػبًتیگشاد  60ٍ  55، 50، 45، 40، 35، 30، 25

دهبّبی آصهبیؾ اًتخبة ؿذًذ کِ ثش اػبع قغش ّبلِ دس 

ػِ ثبس آصهبیؾ ب هطیظ اختلبكی ثشسػی ؿذ.ثشای ّش ده

ثجبت ٍ پبیذاسی فیتبص دس هقبدیش هختلف  (.11)  تکشاس ؿذ

pH  هَسد ثشسػی قشاس گشفت 8-2ثیي.pH   تَػظHCL 

خبلق تٌظین ؿذ. ًتبیح ثش اػبع قغش ّبلِ  NaOHخبلق ٍ 

 ػِ ثبس تکشاس ؿذ. pHّش  دس هطیظ اختلبكی ثشسػی ؿذ.

(13.) 

 یبفتِ ّب

 bp1200 ًتبیح ضبكل اص اسصیبثی کیفی ثب ضضَس ثبًذ      

ًتیدِ سدیف ػبصی هطلَل كطت ٍاکٌؾ سا تبئیذ کشد. 

، ًـبى داد BLASTثب اػتفبدُ اص ًشم افضاس  srDNA 16تکثیش 

گًَِ ثبػیلَع ػَثتیلیغ دسكذ  99ثبکتشی هَسد ًظش کِ 

 ،دػت آهذُ اص ثشسػی تَالی ّبِ ًتبیح ث .هی ثبؿذ strػَیِ 

اص ثبکتشی کِ دس هطیظ  .كطت ٍخَد طى فیتبص سا تأییذ کشد

دس ًتیدِ ًـذُ ثَد ٍ کـت آى اػیذ فیتیک اضبفِ 

ٍخَد ٍخَد ًذاؿت ثِ آًضین فیتبص  ػَثؼتشائی ثشای تَلیذ

 ثیـتشیي قغش ّبلِ دس دهبی  ذ هٌفی اػتفبدُ ؿذ.ــٌَاى ؿبّــػ

 10ّبلِ ؿفبفی ثِ قغش ضذٍد  دسخِ ػبًتی گشاد ثب 35-40

دس دیگش دهبّب قغش ػبػت ثَد،  48پغ اص هتش ثَد  هیلی

 دس ثیـتشیي قغش ّبلِ هیلی هتش تدبٍص ًکشد. 4-2ّب اص  ّبلِ

هـبّذُ ؿذ کِ ّبلِ ؿفبفی ثِ قغشی  PH 5-5/7هطذٍدُ 

ػبػت دٍسُ  48هیلی هتشپغ اص گزؿت  10-5ضذٍد 

ّیر گًَِ  5تش اص  پبییي PHدس  اًکَثبػیَى هـبّذُ ؿذ.

ثبلاتش سؿذ زـن گیشی  PHدس  فؼبلیتی هـبّذُ ًـذ ٍ

 كَست ًگشفت.

 بحث 
ًوًَِ خبک کِ اص هٌبعق  40دس ایي پظٍّؾ اص تؼذاد       

هختلف غشة اػتبى هبصًذساى خوغ آٍسی ؿذُ ثَدًذ تٌْب 

خذا ؿذُ طى فیتبص سا گًَِ ّبی ثبػیلَع ّبی اص  یک هَسد

ى صیبدی ثب ػبیش تطقیقبت ّوخَاًی داسا ثَدُ کِ ثِ هیضا

داسد. اگشزِ هقجَلیت ّشًَع فیتبص خذیذی کِ ٍاسد ثبصاس هی 

هتؼذدی ثؼتگی داسد، ضذاقل ػِ ػَاهل ّبی ؿَد ثِ 

خلَكیت هْن ثیَلَطیکی ثشای یک فیتبص ایذُ آل ضشٍسی 

 P-اثشثخـی ثش سٍی آصادػبصی فیتبتاٍل  ثِ ًظش هی سػذ

ت دس ثشاثش گشهبدیذى عی هقبٍهدٍم دس لَلِ گَاسؿی، 

ّضیٌِ کن ثشای  ػَمفشآیٌذّبی آهبدُ ػبصی ٍ ًگِ داسی،

دس لَلِ  P-تَلیذ. تَاًبیی ّش فیتبص هؼیي ثشای ّیذسٍلیض فیتبت

ثِ ػلت  .گَاسؿی تَػظ خَاف آًضیوی آى تؼییي هی ؿَد

ایٌکِ هکبى هٌبػت ثشای فؼبلیت فیتبص هکول غزایی هؼذُ 

کِ دس هطیظ اػیذی ثیـتشیي  ثبؿذ، فیتبصی هٌبػت اػت هی

فؼبلیت سا داؿتِ ثبؿذ ٍ ّوسٌیي ثِ پپؼیي ثؼیبس هقبٍم 

ًکتِ هْن ایي اػت کِ یک فیتبص خبف هوکي  اهب (.14)ثبؿذ

ٍ  Shieh ّب هٌبػت ًجبؿذ. ّب ٍ هَقؼیت اػت ثشای توبم گًَِ

اثجبت کشدًذ تَلیذ فیتبص خبسج  1968ّوکبساى دس ػبل 

ػلَلی قبسذ دس ؿشایظ هطذٍدیت فؼفبت غیش آلی دس 

هطیظ سؿذ القب خَاّذ ؿذ ٍدس هقبثل آى فیتبص ثبػیلَع 

 ػَثتیلیغ تَػظ اػیذ فیتیک دس هطیظ کـت القب هی ؿَد.

ثبػیلَع ػَثتیلیغ تَػظ اػیذ ایي هغبلؼِ ًیض فیتبص دس 

Saghai Maroofذ. ـؿ ب ـقـلت اـــطیظ کـک دس هـیـتـیـف
  ٍ  
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 ِ ػٌَاى هٌجغ خبللی اص ـث بتـاص فیت 2009بل ـکبساى دس ػـّو

اػتفبدُ  DS 11فیتبص ثشای خذاػبصی گًَِ ثبػیلَع 

کشدًذ.آًْب فیتبص سا دس هطیظ ضبٍی ػجَع گٌذم ٍ 

ّبی هؼذًی تَلیذ کشدًذ ٍ  ّیذسٍلیضات کبصئیي ٍ ًوک

ػبػت کـت ػلَلی  24ضذاکثش ػولکشد فیتبص پغ اص 

هـخق ؿذ. دس هغبلؼِ اًدبم ؿذُ تَػظ هب ًیض اص فیتبت ثِ 

ثبػیلَع ػٌَاى هٌجغ خبللی اص فؼفبت ثشای خذاػبصی 
 ,eٍ فیتبص سا دس هطیظ ضبٍیؿذ اػتفبدُ  ػَثتیلیغ

kcl,Cacl2,(NH4)2so4,Mgso4 7H2o   D-glocose ,D-manos 
ػبػت هـخق  48تَلیذ ؿذ ٍ ػولکشد فیتبص پغ اص گزؿت 

کشدًذ فیتبص  اثجبت 2007ٍ ّوکبساى دس ػبل  Wyss. ؿذ

 70داسای دهبی هغلَة  DS11هشثَط ثِ گًَِ ثبػیلَع 

دسخِ ثَدُ کِ ثیـتش اص دهبی هغلَة هشثَط ثِ دیگش فیتبصّب 

ِ دسخ 70دقیقِ اًکَثبػیَى دس دهبی  10ثَدُ ٍ پغ اص 

پزیشی آًضیوی  تثجیت .فؼبل اػت دسكذ100ػبًتیگشاد تب 

ٍ دهبی  Cacl2 فبقذ هطیظدس  DS11فیتبص گًَِ ثبػیلَع 

دسخِ ػبًتیگشاد ثِ عَس قبثل تَخْی کبّؾ یبفتِ  50ثیؾ اص 

 90ثَد دس كَستیکِ دس هؼشم ایي هبدُ دس دهبی ثیؾ اص 

دسخِ تقشیجب ثبثت خَاّذ ثَد. دس هغبلؼِ اًدبم ؿذُ تَػظ هب 

دسخِ   55دهبی هغلَة فیتبص گًَِ ثبػیلَع خذا ؿذُ 

بى دٌّذُ دقیقِ ثَدُ کِ ایي ًـ 65ػبًتی گشاد ٍثِ هذت 

پبیذاسی ًؼجتب خَة ایي آًضین ًؼجت ثِ دهبی ثبلا اػت. کِ 

هغبثقت داؿت.  ٍ ّوکبساى wyssثب ًتبیح ضبكل اص تطقیق 

ثِ  Cacl2 هؼشمپزیشی آًضین هَسد  هغبلؼِ هب دس  تثجیت

ٍ  Wyssعَس قب ثل تَخْی کبّؾ یبفت کِ ثب ًتبیح 

ی هـبثِ ّب دس ایي هغبلؼِ ًیض ثب سٍؽ ّوکبساى هـبثِ ثَد.

ثٌذی ٍ  ػبصی ٍ ػبصهبى هَفق ثِ خذاػبصی ٍ خبلق

 STR صیشگًَِ ثبػیلَع ػَثتیلیغکلًَیٌگ طى فیتبص اص 

ّب ًَاضی ؿفبف دس  دس هَسد ثؼیبسی اص اسگبًیؼن ؿذین.

 .ؿَد ّب دس هطیظ کـت دیذُ هی ّبی ثبکتشی اعشاف کلٌی

یي ِ اث ّؼتٌذ،ص آًْب قبدس ثِ تَلیذ فیتبص اهب تؼذاد اًذکی ا

 کِ هَسد آصهبیؾ اٍلیِ  قشاس هی ّب هؼٌی کِ ثؼیبسی اص گًَِ

 غ تـخیق هثجت دســـٍ دس ٍاق  گیشًذ فبقذ زٌیي قبثلیتی ثَدُ

 تَاى ثِ دلیل سا هی اؿتجبَُدُ ایي ًَع تـخیق ـلظ ثـْب غـآً

 

   ِ هتبثَلیؼن ثبکتشی تَلیذ ؿذُاػیذّبیی داًؼت کِ دس ًتید 

هی ؿًَذ. ػجت ضزف کلؼین سػَثی یب ػذین فیتبت ٍ 

Xuenging Wang ٍ  اثجبت کشدًذ  2003ّوکبساى دس ػبل

گشاد دس یخسبل  دسخِ ػبًتی 4کِ آًضین ثِ هذت یکؼبل دس 

ًگْذاسی ؿذ ٍ ػولکشدآى ّش ػِ هبُ یکجبس ثشسػی گشدیذ. 

 اثجبت ؿذ کِ ػولکشد آًضین اكلاً اص ثیي ًشفتِ اػت. صهبًی

ػبػت قشاس دادُ  24دسخِ ثِ هذت  35آًضین دس دهبی کِ 

 pH 2،3ٍ4ثبثت ثَد اهب دس  فؼبلیت آىpH 5/5-2/7دس  .ؿذ

فؼبلیت دسخِ  25ػولکشد آًضین هتَقف ؿذُ ثَد. دس دهبی 

 pH 2ثبثت ثَد اهب دس  pH 3ٍ5ػبػت  15ثِ هذت آًضین 

 6یؾ اص ث  pHکبّؾ یبفت ٍ دس دسكذ 20تب  آىػولکشد 

یبفتِ ًـبى هی دٌّذ کِ ایي  هتَقف ؿذُکل ػولکشد آًضین 

. دس هی ثبؿذثبثت ٍ فؼبل   ی ًؼجتبً کنٍ دهب pHکِ دس  آًضین

هغبلؼِ ًیض آًضین ثؼذ اص یک ػبل ًگْذاسی دس یخسبل ایي 

 دسخِ 37کِ دس دهبی  فؼبلیت خَد سا ضفظ کشدُ ٍ صهبًی

ٍ5/5 PH-  گشهبگزاسی  ػبػت 24ثِ هذت ٍ قشاس گشفت

ّیر  pH 2 ،3 ٍ4دس  ٍلی .ؿذ فؼبلیت آًضین هـبّذُ ؿذ

ٍ دسخِ ضشاست   PH 2/7ٍ6گًَِ فؼبلیتی هـبّذُ ًـذ ٍ دس 

کبّؾ یبفت )ثش  دسكذ 50فؼبلیت آًضین تقشیجب دسخِ  37

دهبی  ٍ PH 6-2/7اػبع قغش ّبلِ هـبّذُ ؿذُ( ٍلی دس 

فت کِ ثب فؼبلیت آًضین ثِ کلی اص ثیي س دسخِ 37ثبلاتش اص 

تشیي ؿشایظ  هغلَة .هـبثِ ثَد Xuenging Wangًتبیح 

دسخِ اػت. کِ  37ٍ دهبی   = PH 5/5ثشای تَلیذ آًضین  

طى  10ثیؾ اص  ایي هغبلؼِ ًیض آى سا ثِ ٍضَش تبییذ هی کٌذ.

ّوِ آًْب ؿٌبختِ ؿذُ ٍ هؼتجش  فیتبص ٍخَد داسًذ ٍ تقشیجبً

ًَکلئَتیذ  1200سای ّؼتٌذ تَالی طى فیتبص هَسد تطقیق هب دا

ثبػیلَع ثب طى فیتبص  دسكذ 99اػت ٍ داسای ؿجبّت 
ٍ ّوکبساى  KIM. ثَد  NCBIهَخَد دس ثبًک طىػَثتیلیغ 

ؼییي ٍصى ػبصی آًضین ٍ ت ثشای خبلق 2005دس ػبل 

اص ػَلفبت   SDS-PAGEلکَلی ایي پشٍتئیي تَػظ ه

اؿجبع اػتفبدُ کشدًذ ٍلی دس هغبلؼِ كَست گشفتِ  آهًَیبک

تَػظ هب ػَلفبت آهًَیبک هَثش ٍاقغ ًـذ ٍ هب اص اػتَى 

 ذ.ـبّذُ ؿــلَة هــغــیدِ هـــفبدُ کشدین ٍ ًتــبع اػتــاؿج
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 Kerovuo  ی ـلکَلـٍصى ه 2000دس ػبل  ٍّوکبساى

 SDS-PAGEفیتبص سا ثش اػبع ًتبیح ضبكل اص پشٍتئیي

کِ دس ایي هغبلؼِ ًیض  ثیبى کشدًذسا  کیلَ دالتَى 45دسضذٍد 

 . دس ایي هطذٍدُ هـبّذُ ؿذ

 ًتیجِ گیزی

ب تَخِ ثِ ایٌکِ هیکشٍاسگبًیؼن ّبی تَلیذ کٌٌذُ ــث      
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 داًیتؾکز ٍ قدر

 کبسؿٌبػیِ ــبهــً بىــبیــپ بكلــض شـبضـض ِـؼـبلـغـه       

 ٍاضذ اػلاهی آصاد داًـگبُ ؿٌبػی هیکشٍة سؿتِ اسؿذ

 ششـع ایي بلیـه بیـّ ّضیٌِ ذُـػو ؾـثخ ثَد. تٌکبثي

داًـگبُ آصاد  تَػظ ًیض کوی ؼوتــق ٍ ـدَــداً َػظــت

 بىـٌذگــَیؼـً. ـتاػ ذُـؿ أهیيـتاػلاهی ٍاضذ تٌکبثي 

 یِـلـک ِـث ؼجتـً سا َدـخ یـذسداًـق ٍ اضتشام تـشاتـه

 شٍةــکـهی بُــگـــبیــآصه بسکٌبىــک ٍ کبساىـوــّ

داًـــگـبُ آصاد اػـلاهــی ٍاضــذ ی ـَلـلکـبػی ٍ هـؿٌ

 يـای شایــخادس بسیـکـوـّ لـیـدل ِــث تٌـکـبثـي

 .ذـداسً یـه لامـاػ قــقیــطــت
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Expression of Bacillus Species Isolated Phytase Gene from Soil by PCR Method 

 

Abstract 

Background and Objective: Recognizing and using of isolated 

phytase in the soil microorganisms are paramount importance to 

produce the Phytase enzyme utilized commercially in different 

industries. This study was conducted to recognize different bacillus 

species which are Phytase producers and detection of the gene that can 

produce this enzyme.  

Material and Methods: Soil samples were gathered through different 

parts of mountainous areas. The early isolation of bacillus was carried 

out in Bacillus Medium Agar. After isolating the bacteria and genome 

extraction, the responsible gene of enzyme producer recognized and 

amplified by PCR method. The size of this protein and the optimal 

production situation in supplemental exploitation such as SDS-PAGE 

and the enzymatic activity of its size were evaluated.  

Results: Of 40 samples, one bacterium secreting Phytase enzyme was 

isolated. This bacterium was sequenced and recognized Bacillus 

Sobtlis species that is classified in STR Genus. The size of protein 

phytase produced by this gene was about 45 KD and the enzyme 

activity at 55 degrees was measured about 5.65 in wavelength of 415 

NM. The phytase gene with the size of 1200 bp was propagated. 

Conclusion: the microorganisms, in natural conditions, produce 

Phytase enzyme in limited amount and with the quality appropriate to 

microorganisms. Thus, isolating the bacilli producing Phytase enzyme 

and purifying this protein are highly significant. 

Key words: Bacillus Subtilis; Phytase; SDS-PAGE; Enzymatic 

Activity; Polymerization Chain Reaction 
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