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�����  

�����: DNA 	
��
 ���������  ������ ���� �  !��"� #
��DNA !�$�% &!'( �) ��!�*�+ ���,
$ #" �-% �� �$ .	
��
 /
�  $% 0$1�2 0��$��)� ��

#� 3�"4 �) #������ #���5 6"
� !�

 .DNA  �������Pfu  0��% �) #
�
$% 7�)��$ $% �  6�1%���8 0�� �)�+ $
 9
 ��100-90 �;$%  0

#� #8!�� <��"�� 6�� &!
%�8 �!; =!�  . 0��+� ��1�8� 6�>�?@ =	
��
 /
�3  �)5  0���!����� �� #5�� 0���B@ CD>� E(�) �  %$�% �$DNA 

#� %�5.  

��� ��: �FBG =�F��B� /
� $% &!��  !  0  HI 0DNA ��� ����Pfu  #���) JG�� $%b15-pET !
%�8 H��  . 6K�L !���� H��) M
��5 ���N* �) OP�

IPTG )Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside(!5 ���') 	
��
 /
� H��) =�S�� 0��% 1 H��� = . $% /�+*1�� =���') M
��5 $% 6
�'� $%

!
%�8 T��U* &%�� #51$ �) 1 ��'* V�) <��S� .	
��
 OP�  W� �1 $% 6���FX #�$�) 6'; =&!5 T��U*)Polymerase chain reaction( 

PCR !5 ��X�8$�  �). 

����� ��: #���  H
 �Y � �  !5 %�Z
� [� �*�� !���D� H�����$�\"���* �� !F) #
�� !�%�) !���D� 01�4 �� . 	
��
 H��)Pfu  %1!4 $% �$ 0!��)kDa 

90  �$�X1����� �I $%SDS-PAGE )Sodium dodecyl sulfate- Polyacrylamide gel electrophoresis (%�% �Z��� . H���� /
��]�)

 6K�L �) /�+*1�� !���*75/0 #��� &%�� $V�� &!��  �S�� 0  0IPTG 0��% =37 �;$%  1 <��"�� 03 !5 &!��]� �S�� �� O� 6(��. 

����� ����:  J�*1�� 0��,� �) !
!; #51$ 0��8$�  �) �) /�+*1�� T��U*Desai  W� �1 $% �  !5 #��?_� %�Z
� �) �Z��PCR  �)�]� #����FX

����� �) 65�% 0$�Z* 0.  

����� ������: DNA  �) ��")�1 �������DNA =PCR =`�����  =b15-pET  

  

 �!��: �2$!�_� !�\� =0!'� H����,( =a�
$�% 0!)�( =���� #�;1�) #���@.  "��#	 � ���$DNA  %��&���Pfu '��(��) �$ *�+�� � B .

 H�'\>� #�5�� &!�]��% ��Z�1392 b31 )251 :(1404-1392  

  

�����  

 ����������� 	
�������
  ������������ ��)PCR  �������  

Polymerase chain reaction (  ������ ������ ���� ��

  !��!"DNA    #�$�
% ��&�� '!��( )� �) #�*+�� ,

��� ����� )2-1 .(    1�!�
( ��� ,2
) 3��� �� #$�4$�

�!� �� #�� 3��� 5�
��  
 #�!�$ #$�
% �&�� ��6

�7�8�� �� ��
" #�!��!"     #�$9
:" )� #�;)<� ���6

  �)����� =�>�8� ,5�4�?     @��+�+A� 
 #�!�B( ���6

������ ��	 � 
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� ����DNA  ��	
���Pfu  ������ ��	�
 ���
����'$� � 

�$� �9% #��
C 
 #
���� )3(.  

DNA ����6 )� ���� ���6�������  E��&��!��4" ����F�� �

    
 G*�H� ,����$9
���6 ����C �� 5�I��!� ��69�$�

 #J����!�DNA    @��)
��K �� ,9��)�� #�$�$� 	+� ,

  #�" L��&M �� 2
) 3��   9�
�N)4 .(   ��:C ,�9�4�� )�

 �����DNA  	
��
 )�PCR�FP� �� ,  !
�� �)  E�<��N

�9% ��9F� �FP� QRM �� �� ��   �"��% ��233   9��$�

 �� ���
�"NDNA  ���������I  ��4�����E.coli  ���$� ����

#"  9��N (  #�" ���B4�$�  9����; .    ���A� ������� 1�9�+7

6�"�  ����4� )� 
 E�<��N 3�� S$!� T�� ��   ���U ,1N �

��M�" 3�M E�<�N 19%  �F7   3����� 
 19% �)!���� �

    3��
V�6 
 E�<��N 3��� ����F7 ���� '�T ��"� 1�!�

1��" �� �6������  �W��    ���B4�$� ,#�H�W4X� ��U ��6

#" �
9A" �) E�<�N 3�� ��  �X�$)5( . �� ,1��" 3�� )�

 Z8�DNA    ����� ��� ,@)��M �� '
�+" ��6�������

 ����� ��7�[ 34%��DNA  #�*�8" ,T�� ��6�"� )�

     ������ Z��4>" ��M��"  !�\ )� �$� 3�� ��DNA 

 9% �M)6(.  

Taq   ���"�; '!��4�����!���" #(!��� �� ���� ���������

'�� �� �$
� Thermus aquaticus #" �$� ��   ,9��N

 3��
�DNA     ����� ��� �!�� #�)��M �� '
�+" �������

PCR   9�% #�7�F" .     1�9��+7 ,E�<��N 3��� #��H� ^��(

 ���I��!�
<;� ����F7´3  ��´5    '9�( _�(�� �� �$�

      E�<��N ��������� �����F7 �� #�%�� ���6�PX G*H�

#��"  �!��%)10-7( .��+" ����6������� ���b�� �� ���� '
�

#��" ,@)����M  ���� 1�!���DNA  ���������Vent �� ���� ,

Thermococcus litoralis ��� �)�%� ,�$� �9% �9C .

    ��� �J�&� ��4�8�� #��"�; �"
�+" ,E�<�N 3��Taq 

    1N ����I�!�
<;� �����F7 ,#�7�\ �� 
 �)�� �������5 

 #��15   �� ������Taq      1��
��\� cP�$ 
 ��$� �4�8��

 <4
$ )� �) ��48��DNA ��#" ��� 9
� .Tth ,Ultma ,

4Dpo  
KOD  ���� '
���+" ����6������� d�!���� �� <����

#" @)��M 9
%�� )12-11(.  

 E�<�NPfu  5�DNA   ��� @)��M �� '
�+" �������

 ���)Fidelity (� T��  ���!���X ��� e�F4" �� �$  �B 

#" �6�������  9%��)13( .  E�<��N 3��92    #�!�4��� !����

#��� ��4�����!I�)N 5��� �� ����  ���"�; )����&� 
 ���!��6

  �� ��$
�  '��� �Pyrococus furiosus    �9����; �9�C

  �$ )� )�� 3��
� ���� ,�$�1991  ��H!WX 3��F�

9% . ��H!WX 
� ,E�<�N 3��DNA  ��������´5  ��

´3  ���I��!�
<;� #;9

� c�AW� 
´3  ��´5  �)�� �)

#"  9%��)14( . ���I��!�
<;� ��H!WX �!C
´3  ��

´5  @�6�J4���%� G*���H� 1�����"� ,���������� 3����� )�

 '���� 3�M �) ���$9
���6PCR #" E6��7   9�
�)15( .

 ,E�<�N 3�� ��PX 1�<�"5    ��b�� ��� �J&� �4�� �����

    ����C �� T��� ���� �� ��6�������Deep vent  
10 

  ���� �J��&� ���4�� �������Taq  ����H�X ���� ���������

 �����I��!�
<;�´3  ����´5   �9��% 2)�<��; ,�)�9��� �)  

 �$�)16(.  

     ��� E4�&�$ 5��� ��� E�<�N 3�� ,�J� @�F��P" )�

       9���!� 1���"� ��� 9����; 1���� 
 1!��� g
��
!�!�

 #�" E6��7 �) E�<�N �� ����� ����+"     ��h� �� ��"� ,����

 �!J� �7�H �� ����)17( .
�   9�F� @��F��P" )� ,3�����

 )� E�<�N 3�� 9��!� �� #F$ 1N ��E.coli  )��&� �� 9%

�7�H �� 1
�+"  �!� ��)18(. 

 �$ )�      3�7 �7��8�� ��� ���X� ���6  �)
NDNA 

    ��:C #��
���" j���
" �� ����� �
9M �� ,^����!�

E�<�N 9��!�     ��$� �9����; ���B4�$� ��6 .    ��� ��C!� ���

 �����6�PCR � �� ���B4��$� 
 #���%<� '!���( )DNA 

 )� @)��M �� '
�+" ��6�������PCR  d�!��� �k�
 �� ,
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� ����DNA  ��	
���Pfu  ������ ��	�
 ���
����'$� � 

 ��� ��)Fidelity ( 9% 1N �� #F$ e�+A� 3�� )� ,T��

�FP� 1�!�� 1!�� �� ��  �9�

� 9� �  �DNA   ��������

Pfu  E4��&�$ )� 1N 1����� 
E.coli  �� 1N l��>4��$� 


�N 3�� 9��!� ���� �
�"� ,��4��� 3��  ��b�8��"�N )� E�<

     ��� �9�% l��>4�$� E�<��N ,1N  �J�� �� 
 ���; E6��7

9%�� 1N �)��� d�!�� ���� ^$�
" #
�<b��C 1�!
(. 

 ���FP� m��
��!�� �� n��� ,���F��P" 3���� )�  9��� �

�9

�  �DNA  �������Pfu   #����� ���� )�b15-pTE ,

���" �h�U ��6��o4" �� '�9� �6 �p� �94�� )�  ,�;�+�� �

 
 ���"�  9����!� 1�<���" �
) 1!���$��!��� 1���"� @9��"

9% #$)�� 3�I�
�� .     3���4:� L��>4�� �� 9�F� nq�$

       
 '����� T��� E��M )� 3�I�
��� 1���� ,#����� S���%

9���; l��>4$� 3�I�
�� .   3�I�
��� �����F7 ,���:� )�

 S$!� �9% l��>4$�PCR 9% #$)��.  

  

��� 	
  

��q"N# ��$���3  
IPTG 7���W"# � )����3 +A����e  ��

 �����%Sigma :����� 9��% .<���N�E ���6� ��%��#,   

DNA ligase 4T, Pfu polymerase 
 <�����N�E 

RNase   g������4
"�7 ��������% ��)Fermentase (

�X�)�9� 9% .�!��!" 1�
 ��)�"# I�
���3  
DNA 

ladder ��<  g�4
"�7 ���% ���X�)�9� 9% . ��$�� 

 �% ��!"����#�  7��W"#   :� ��:C '�T ��!�" 
 ��� � 

��A"�S    �����% ���� e���F4" ,���8�Merck �!��� .

��� �6� �$*� l��>4$��,9 ��$�9C� DNA   ? ��

� 
�� =��X ��$�   !WA"PCR � ���% ���1?� 

:��� 9�9%.  

��!$ e�+A� 3�� )�  �XL1-Blue  ��4���E.coli 

1�&�6 �:C ��!$ 
 ���$  �)3DE(21BL   ��4����

E.coli 9��% ���B4��$� #������ 1����<�" 1�!��
( ���� . ������  

b15-pET    9�% L��>4�� #����� ���� 1�!
( ��. DNA 

  ��4����� #"!���?Pyrococcus furiosus  ��DSMZ 

9% �)�9��X 1���N.  

 ������ ��	�
��
  ������� ��� �   ������ �� ������ �

 ����	�Pyrococcus furiosus  

  �9��

� 9��� #��!���  E�<���N �Pfu   ��4����� ���������

P.furiosus  #��(*\� 5��� ��NCBI  9���; l��>4$�

)12983D.Accession NO .(   #�H�W4X� �;���UN 
�

  �����������������8;�� 
 �����������������7)´3-
ATTTTAGATGTGGATTACACATATGTTT

TAACTG-´5 :pfu-R  
´3-
GAAGGACCGAATTGTAATTTTTTAGGAT

TTTTTTGAGCTCC-´5 :R-pfu  ����b��C �
���M

E�<�N #��$�
%  #%�� ��6NdeI  
XhoI   �� ���B4�$� ��

'��  )�<7�5.Oligo M��\9�9% #.  

 	
��
PCR  E�M )�25   !�A" )� 
 �4��
���"

 �
�M2/0  �� '�;
���"DNA  ,#"!�?10    !�"!���

 ,�6�;��UN �� '�9� �6 ��2/0 #��"   ��6 �� )T!"dNTP 

)Deoxynucleotide( ,5/2   �7���� �� ���4��
���"PCR 

x10  
2  E�<���N �� 9��M�
Pfu DNA polymerase 

�7�; @)!H .�"����  �PCR    ���M�" 5�� �"��%  �

  ���
�5  ��"� �+���°C 94  
35  #��!4" ���$) �6 )�

 ���$20  ��"� ����p°C94 ,45   ���"� ����p°C 58  


5/2  ��"� �+���°C72 (    ��� ��"���� ,����:� )� 
 �!��   

10  ��"� �+���°C 72  ��7�� 1���� .   ����� 
 ���B��

  !WA"PCR   �
)��;N �)!7
�4��� �� ���B4$� ��TAE 

)Tris base ,Acetic acid  
EDTA (1  9���H)�

9% #����)�.  

�	���  �	�
�  ����� � DNA  �	�
��
�    ! ���"

�
#$%� �%�	& b15-pET 

  !��WA"PCR  =����X ����� �� ���B4��$� ����  �����$
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� ����DNA  ��	
���Pfu  ������ ��	�
 ���
����'$� � 

  !���WA"PCR  1?������ ������%)28704# ( e���J\

=��X ,��� ��F��)!4$�     E�<��N 
� S�$!� 
 ����$

NdeI  
XhoI  @9��" ����4  ����"� )� �(���$°C 37 

9% ���� 2�� .   #����� �����b15-pET    �� ���B4�$� ���

 g�4
"�7 9��$*� l��>$� ���)0502K (  ��4���� ��

 1����<�"–Blue1XL   ,�9�����$ �����% )!4��$� e��J\

9���; l��>4$� .  e���P" #���� ���� ���� Et6 	
��


�FP�  �PCR 9���; '����.   !WA"PCR   ���� 2���

   ���� S�$!� ���;�9C )!\ �� �9% Et6 ���� 
 �9%

=��X   ���� ����%  ? �� ���$ 1?)28704# (  ? ��

 �
)�;N1 9���; l��>4$� 9H)�.  

 �� ���B4��$� ����  ���W�� 	
����
DNA ligase 4T 

)g�4
"�7 ���% ( ��"� )�°C 22  @9" ��1  �(�$

9% '���� .      u!�% 2
) ��� , ��W�� 9�
���7  !�WA"

 !�$ �� #�)��M 9F4&" ��6 –Blue1XL )  �9�% ��:�

#�������% 2
) ���� ( 9��% ����  ���+4��)5( .  !��WA"

 S�A" �
)  �+4�� 	
��
LB )Luria Bertani ( )�;N

 �h�U �� 3���$ #q"N �
�Mmg/ml 100   ���� ��8�

 ��"� )� 
°C 37 9% ��!��� . #�!��� ��b����U   ���6

 
 #��<�N Et6 2
) �� ,�9"N �$� ��PCR  @)!H

�7�; .  ^�����!� ����)pET-Pfu(   u!�% 2
) ��� ,

 !�$ �� #�)��M   �9�% 9F4�&" ��6   ��4���� �E.coli 

��!$  �)3DE(21BL #�!�� �� ���9F� 
 �+4
"   ���6

 �8� S�A" �
) ,���� 9%)LB  3���$ #q"N �
�M

��M�" ���� 9�9% L�>4�� 1��� �.  

�%�	 *+,�$%- ��+��%. /  !%�	�� �%�	&  

 )� ^>4
" #�!�� �6 �� v!� 5�5 #��"    S��A" ��4��

LB      ��h�U ��� 3����$ #�q"N �
�Mmg/ml 100  )�

 ��"�°C 37   9����; ���J�% �8�.     ��� ,����
� ��8�

 ��) ^��K100/1  ��5 #��"   ,9��9C j��" S�A" �4��

 ���h�U ���� 3�����$ #��q"N �
���Mmg/ml 100  c���+��

9���; . l!"  !\ �)!� LRC ^��K 19�$) �� n�

nm 600  �������6/0-4/0�9�����

� ������+�� ,  �IPTG   

)Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside ( �7�K�

 @9" �� #����4��� �8� 
 9���;3   )� ��b�� �(�$

rpm 180  �����"� 
°C 37 9���% �����!��� .��!���$  �

)3DE(21BL  S���% 3��6 )� <�� ^����!� ���� 9��7

9% ���� �8� .#��" 5�  )� #����4��� �8��6 �� �4��

����!�   )� L!��$) 
 9��% ���� L!��$) Q)9��
�� �1 

#��"    �7��� ��4��PBS )Phosphate- buffered saline (

)mM 75/0 4HPO2Na ,mM 1/0 NaCl ,mM 7/1 

4PO2KH  
2/7  =pH (9�����; n����)
 . �� #��8>�

��q$!$ �J��&� ���� 1!���&3  ����1  �)�R��;)�� �7���� ����

 @9" �� 
 x!�>" 3�I�
��5   ���"� )� �+���°C 100 

 9�% �9��%!C .      �)!�7
�4��� 5��
�� ��� 1���� #�$)��

SDS-PAGE )Sodium dodecyl sulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis (  ? )�  

10  m����) ����� 
 9���H)�   !����� #���$�"!� �<����"N  

)Coomassie brilliant blue (9���; '���� .  

0�%�� �	
� ��"�1 �%�	 �$+,*%- ��+��%. Pfu 

 ��
�:� )!h
" ��    1���� ����$ I�
����3 pfu    ��"�( ��$

 ,�+�� 1�"� @9" 
 1!�$��!��� ��"� ,�9

� �+�� �h�U

    9��
47�; )����� #��$)�� �)!��" �����;�9C )!��\ ���� .  

�������h�U �9������4��  Z�������4>" ��������6IPTG   

)mM 1- 75/0- 5/0- 25/0 (   )����� #��$)�� �)!��"

�7�; .   ���"� 
 ��
�:� �h�U )� nq$°C 37   @9�"

    ��+�� �� 9�F� 1!��$��!��� 1�"�)1 ,2 ,3  
4  �(��$ (

9��% #��$)�� .����M�" )�  1���"� 
 ���h�U )� ,9��F� �  

  1!�����$��!��� ������"� ,�����
�:�)°C 25 ,30  
37 (  

9% #$)��. 
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� ����DNA  ��	
���Pfu  ������ ��	�
 ���
����'$� � 

 2��3�
��$+,*%- ��+��%. Pfu  

�
�:� �� n�     ��� 1���� S����% 3��4:� L�>4�� 
 ���$

   �)!���7
�4��� 5����
�� �� ����H�M y�����4� 5�����  

SDS-PAGE 1��� , I�
����3 pfu    )� 
 T��� E��M )�

9% '���� �
�:� S���% .   �� v!�� 5�� �� ^���� 3�9�

  )� ��4������ #�!�����5 #�����"   S����A" ����4��TB   

)Tubercle bacillus ( ����� 3������$ #���q"N �
����M

���h�Umg/ml 100  ����"� )�°C 37  ���J��% ���8�

9�����;.   ����) ^����K ���� �����
� ���8�100/1  ����  

250 #��"   ��� 3���$ #q"N �
�M 9�9C j��" S�A" �4��

 �h�Umg/ml 100 9���; c�+��.  

     )� ^�$�
" �)!�� LR�C ^���K 19�$) �� n�

 l!"  !\nm 600   ��
�:� ��h�U ��� �8� S�A" ,  �

IPTG 9% �+�� .  �9�% �
�:� ��6��o4" ���$ ,1N )�
� )�

9���; z�A� 1!�$��!��� �:C <�� .  1���� '���� �� n�

 !�$ 6     )
� ��� 
 ��+��� �� @9�" ��� ��4��� ��rpm 

5000 9�9% ���� L!$) 
 ?!B��4��$ . �H�M L!$)

 )�250  #���"   �7���� ��4��A )mM 1 EDTA ,mM 50 

Dextrose ,mM 50 Tris-HCl  
9/7  =pH (

9% ���� L!$) �b�� )�� 
 9% ���� !84&%.  

   )� ,�9�"N ��$� �� L!$)50  #���"    �7��� ��4��A 

�
�M mg/ml 4    @9�" ��� 
 9���; 1?!�6 E��
<��

15   ��7�; )���� ��b8��"�N ��"� )� �+��� .  ,��"��� )�

    �7���� E���M 1����6 ����B )mM 50 KCl ,mM 1 

EDTA ,5/0  9�����H)�20 Tween ,5/0  9�����H)�

40Nonidet P ,mM 1 PMSF ,mM 10 Tris-HCl 

 
9/7  =pH ( 3� �� 
 9% �7�K� �J� 1!�&��q$!$ ��

 �)�"°C 75  @9" ��1 $ 9����; �+4
" �(� .  �� 9�F�

 �%R;1 #��� ,�(�$ �9��" 3�I�
�� 
 #�!�$ �   ���6

  @9�" �� ?!B��4��$ S$!� �9% �)!����15    ��� ��+���

 )
�rpm 5000 9�9% �9C .    �� ��H�M #��
) ���7 ��

��M�"    @�B�!�$ '!���!"N ,�J� �)65   d�J�%� 9�H)� (

 @9" �� 
 �7�K�15     )���� ��b�8��"�N ���"� )� �+���

% ����9 .��!��    @9�" ��� �H�M �20    )
� ��� ��+���

rpm 10000 9% ?!B��4��$.  

      �
��M ,���!� ��� 
 )�9�C )� �9�% ����� L!$)

 �!�� �9% l��>4$� 3�I�
�� .  )� L!�$)8  #���"   ��4��

 �7��A      @9�" ��� 
 9�% ��M16    �7��� )� �(��$S   

)mM 50 KCl ,mM 1/0 EDTA ,mM 1 DTT ,

mM 5/0 PMSF ,50  9�������������H)�Glycerol ,  

mM 50 Tris-HCl  
9/7  =pH ( ��������"� 
°C 4 

9���; <�����.  

��" 2��3�
� ����� 4%5	�6 &
 ��  

 	
��
 S$!� �9% l��>4$� E�<�N ����F7PCR  )� 


  �)����� d!��� ���� ���&��+")Fermentas ( #��$)�� 1N

9���; . �� #��FP� ,)!h
" 3�9�DNA   ���9��� ���   ���6

100 ,300 ,400  
500  )� ��� �BCPCR S$!�  �6

 ���;�9C  ��
 
� )� �9% =��>� 
 �)��� E�<�N 
�

9�9% ����� . 	
��
PCR   E��M )�15   
 ��4��
���"

  �
���M  !���A" )�2/0  �� '���;
���"DNA  ,!��b��  

10  ,�6�;��UN �� '�9� �6 ��  !"!���2/0 #��"   )T!�"

 �6 ��dNTP ,5/1    �7��� �� ��4��
���"PCR x10  
2 

 E�<���N �� 9��M�
Pfu DNA polymerase  
 �)�����

 ��7�; @)!H �9% =��>�.  ��"����  �PCR   �"��%

��M�" 5�  ���
� �5  ��"� �+���°C 94  
35   ����$

 #��!4") ���$ �6 )�20  ��"� ����p°C 94 ,45   �����p

 ����"�°C 54  
1   ����"� ���+���°C 72 ( )� 
 �!���

�� �"���� ,���:�10    ���"� ��+���°C 72   ��7�� 1����� .

  !WA"PCR  ��  �
)��;N �)!7
�4��� �� ���B4$�TAE 

1  #����)� 9H)�9%.   
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� ����DNA  ��	
���Pfu  ������ ��	�
 ���
����'$� � 

���
	 	
  

�FP� �9

� 9� �   E�<��N �pfu     �� ���B4�$� ��� ��������

  #��H�W4X� ���8;�� 
 ���7) ����6�;��UNpfu-F  
  

pfu-R  ��DNA 9������; �������� ��4������ #"!����? .

����b��C   #��%�� ����6NdeI  
XhoI   )� �!��A� ����

   )� ,�9��

� 9��� #��!��� ���� 9�9��% ����JF� ���6�;��UN

 ������ c�A��H 19����!X L!{)���:{b15-pET  )�����

�����; .���FP�    �
)���;N  ? �
) ���� ,�9��% ������� �  

1    !�\ �� �h� �)!" 9��� 
 9���; �)!7
�4��� ,9H)�

 �
9Mbp 2300  9% �96�8") ��%1.( 

 
 

 
 78"1 . :�;</ &�	�� �PCR   

)Polymerase chain reaction(  

1 (Gene Ruler DNA Ladder Mix   

)0332#SM Fermentas( B2 ( :�;</PCR B  

3 (&C�/ :���� PCR )�����  ��	6 �DNA �D5�(  

 

��M�" )�  ���� ,9F� �b15-pET    �9�% l��>4�$�

  #�%�� E�<�N 
� �� ���B4$� ��NdeI  
XhoI    )!�\ ���

9���; Et6 �"�� .  	
���
 ,1�"9��) 	��<7� )!h
" ��

  
� ��� �47�� 2�� ���� ,�47�� 2�� ���� �� �FP�  �W��

  �
)��;N  ? �� E�<�N1     =���X 
 ����$�9C 9�H)�

9���; .  !WA" ,#7�\ ��PCR     ��� 2��� �� n�� <��

=��X ,E�<�N 
� 1��6   9����; ����$ .   '����� �� n��

� 
  �W�� 	
��
����  �+4�    ��4���� ��� ^����!� ��6

E.coli ��!$  �Blue-1XL���9�� �AH ,  ��FP� �  �

1�&�6 ��4��� )� �9% ���$   ���B4�$� �� �4>�)��� ��6

     S��$!� ,^������!� ������ #����<�N E��t6 2
) ��

E�<�N  ��6NdeI  
XhoI 9���; 9��|�.  

 �� #��<�N Et62     )� ��FP� 
� ,�9�% ���} E�<�N

 �
9Mbp 2300  
bp 5700 ��� 1�8� �)  ^���� �� ��

�9

� 9� #��!� �� x!��"  E�<�N �pfu   ����� 
 �������

b15-pET #"  9
%��) ��%2 .(  �� n�� ^����!� ����

���9�� 9��|� �FP� �  ��!�$ �� 
 9% 1�&�6 �   #����� �

)3DE(21LB 9% �+4
" .   1���� <�����N �� �H�M y��4�

 5�
�� ��SDS-PAGE �� �� �&��+" )� ���!   96��% �

)^����!� ���� 9��7 ��4��� (  )� #�
�I�
�� )�!� �!C


 �
9MkDa 90   ���9��� ��� #4$)� �� �� ��� 1�8� �)  �

	�� �9% #
��  �h� �)!" 3�I�
�� �)92  1!�4��� !��� (

�%�� �+��P".  

��M�" )�    ��
�:� ��:C ,9�F� �     9���!� 1�<��" ����$

    � ,�9�

� ��+�� ��h�U ��"�( �$ ,^����!� 3�I�
��  ���"

9% #$)�� �+�� 1�"� @9" 
 1!�$��!��� .  1�<��" 3��48��

  ��h�U )� 3�I�
�� 9��!�75/0  #���"   ����" )T!�"   ��+�� �

�9

�  �IPTG  ���"� ,°C 37  
3     ��+�� �� n�� �(��$

 9% �96�8")��%  ��63 ,4  
5.(    
 T��� E��M )� 1���

  ����� 1���� z�A� ��      9�% '����� �9�% ��
�:� S����% � .  
  

3000 

2000 

bp 

1 2 

2300 bp 

2500 

3 
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  9�����; l��>4��$� 
 9����!� . ���H�M

 �)!7
�4���  ? )� l��>4$�SDS-PAGE  )�!� �!C


 �
9M )� #
�I�
��kDa 90  #4$)� �� �� ��� 1�8� �)

	���� � �9��% #��
��  ���h� �)!��" 3�I�
���� �  

 (   ��%�� ��+��P")  ���%6 .(  E�<��N

  	
����
 )� �9��% l��>4�$�PCR  d!��� ���� 
 ���B4��$�

9% �&��+" 1N �)��� .���4�   �)!�7
�4��� �� �H�M �

  ��&��!� �9% =��>� E�<�N �� ��� 1�8� ,�
)�;N  ?

  ���!�� ��� ���8" )!\ �� �) !b��   �)���� �

 ��%7(.  

 
��" �%5�+ -%*+,�$ ���%/ �� �	/� �%EF+ &
 ��  

BL )����� ����G ��  .%��+�� �%�
#$ ��	6 �

����	� &C�/ :���� ,( B2 ( -%*+,�$ &5�85�/ ��, �� 	/

#Fermentas( B3 (�����  ��H� 	I5� �

����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J  �� �! �

�!	/ !�K� &C�/ :���� , �%�
#$ ����� 	I5� �[ B4 (����� �  ��" 	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [4NOP 	� mM 75/0 

	I5� �� R$ 4G	
( B5 (����� �  ��" 	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [4NOP 	� mM 75/0 

	I5� �� R$ 4G	
( B6 (����� �  ��" 	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [4NOP 	� mM 75/0 

	I5� �� R$ 4G	
( B7 (����� �  ��" 	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [4NOP 	� mM 75/0 

IPTG )4 	I5� �� R$ 4G	
(  

116 

5/66  

45 

kDa 

1 2 3 4 5 
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 ����� ,! 	� .%��+�� �%�
#$ &����� �T�NdeI  ,XhoI  

Gene Ruler Ladder Mix   

Fermentas#( B2 (Pfu-b15-pET B  

-pET  ����� ,! 	�NdeI  ,XhoI  

  
IPTG ��" �%5�+ -%*+,�$ ���%/ ��  
����� ����G ��  , .%��+�� �%�
#$ ��	6 �

 ( -%*+,�$ &5�85�/ ��, �� 	/
Fermentas( B3 (�����  ��H� 	I5� �

����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J  �� �! �

�!	/ !�K� &C�/ :���� , �%�
#$ ����� 	I5� �[ B4 (����� ��" 	I5� � 
.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 	�mM 25/0 IPTG B

(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J [ 	�
�����  � ��" 	I5� ])3DE(21BL  �,	J

75/0 IPTG B7 (�����  ��" 	I5� �

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 	�mM 1 IPTG.  

 3�I�
����pfu   9�����; l��>4��$� 
 9����!�

 �)!7
�4���  ? )� l��>4$�

 �
9M )� #
�I�
��

���9���� ����  	���� �

)92 1!4��� !��� (

  	
����
 )� �9��% l��>4�$�

9% �&��+" 1N �)���

  ��&��!� �9% =��>� E�<�N �� ��� 1�8� ,�
)�;N  ?

DNA��6   ���!�� ��� ���8" )!\ �� �) !b��

 9���� �����) ��%

  

 78"4 .��" �%5�+ -%*+,�$ ���%/ �� �	/� �%EF+ &
 ��

1) (3DE(21BL

����	� &C�/ :���� ,

)0431SM#

])3DE(21BL ����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J

�!	/ !�K� &C�/ :���� , �%�
#$

])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

IPTG )1 	I5� �� R$ 4G	


])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

IPTG )2 	I5� �� R$ 4G	


])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

IPTG )3 	I5� �� R$ 4G	


])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

IPTG

1 2 

3000 

2000 

bp 

116 

5/66 

45 

kDa 

1 2 3 4 

kDa  

6 7  
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� ����DNA  ��	
���Pfu 

  

 78"2 . ����� ,! 	� .%��+�� �%�
#$ &����� �T�

1 (Gene Ruler Ladder Mix

)0321SM Fermentas#

3 ( V�� :�;</Pfu-b15-

 
 

 78"3 . 4NOP �%EF+ &
 ��IPTG

1) (3DE(21BL )����� ����G ��
����	� &C�/ :����( B2 (

)0431SM#Fermentas

])3DE(21BL ����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J

�!	/ !�K� &C�/ :���� , �%�
#$
])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

5( �����  ��" 	I5� �])3DE(
mM 5/0 IPTG B6 (�����

.%��+�� �%�
#$[  	�mM 75

])3DE(21BL .%��+�� �%�
#$ �,	J

3 

5700 

2300  

5 6 7  

kDa 92  
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 ������ ��	�
 ���
����'$� � 

 #�� S�A" ,T�� ��"� ��J� ��   
 ���!�6

 9%)#"  3�I�
��� 9��!� ,9
�    #��X�� ���6

 ��" E&���;)�
���" 3��DNA E4&�$ )� �������  ��6

   �!�X �� 3�I�
��� 3�� E�+4&" l��>4$�

�7�H �� E&���;)�
���" �$� �� )21-20(.  

 1���<�" d�!�� 1��" )�      �� E�(� Z��4>" #����� ���6

 E4�&�$ ,@!�)��!� 
 @!�)��
��     ��� #�����4��� ���6

 �)!" �48�� ,1�!� �7�H �� 1
�+" 
 j��$ 9%) ��(

9���; )22( .��!; 1��" ��  Z�4>" ��6

 ��4��� ,#����4���E.coli  ,�9% �4X�
% 5�4�? ���� ��

   ��!�$ �!�C
 ,3�I�
��� �T�� ��6   ���6

  ,1����� 
 m��
��!�� )� Z���4>" ����6

�)�� �)  
� ��!�
� )23(. 

 
 78"6 .��" �	%� -%*+,�$ W%O3+ 

BL )����� ����G ��  , .%��+�� �%�
#$ ��	6 �

����	� &C�/ :����(B 2 ( -%*+,�$ &5�85�/ ��, �� 	/

Fermentas( B3 (�����  ��H� 	I5� �)3DE(21BL 

����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J  :���� , �%�
#$ �� �! �

����� 	I5� �[ B4 (����� ��" 	I5� � ])3DE(21BL 

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 &O%/   X�/IPTG 3 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 37( B5 (W%O3+ 7Y	J  

45 

5/66 

116 

kDa 

1 2 3 
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��" �%5�+ -%*+,�$ ���%/ �� 	/! �%EF+ &
 ��  

����� ����G ��  , .%��+�� �%�
#$ ��	6 �

 ( -%*+,�$ &5�85�/ ��, �� 	/

Fermentas( B3 (�����  ��H� 	I5� �

����� ����G �� B.%��+�� �%�
#$ �,	J  �� �! �

�!	/ !�K� &C�/ :���� , �%�
#$ ����� 	I5� �[ B4 (����� � " 	I5� ��

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 25( B5 (����� �  	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 30( B6 (����� �  	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [	�  4NOP75/0 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 37( B7( ����� �  	I5�

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 25( B8( ����� � 

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 

 	I5� �� R$ 4G	
)°C 30( B9( ����� � 

.%��+�� �%�
#$ �,	J [ 4NOP 	�75/0 

16  	I5� �� R$ 4G	
)°C 37(  

���  

)� ������ �)�!��", 
���;k# ���6� 

 I�
����3  ��6� ���!� ��^,  ����8" 

 ,��$ �!� ��9  I�
����3    5��� ���

^,  )����     �7��H ��� 1
��+"

 �4���� ~!WX )�� P.furiosus  ���  )�

��%�S 
��k ��  #�� S�A" ,T�� ��"� ��J� ��

���� ��;!;  9%)

 ��" E&���;)�
���" 3��

 �� �b�� #����   �!�X �� 3�I�
��� 3�� E�+4&" l��>4$�

�7�H �� E&���;)�
���"

 1���<�" d�!�� 1��" )�

 E4�&�$ ,@!�)��!� 
 @!�)��
��

 �)!" �48�� ,1�!� �7�H �� 1
�+" 
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Abstract 
Background: DNA polymerases are enzymes directing the synthesis of DNA molecules from 
deoxyribonucleotides. They are essential tools for molecular biology. Pfu DNA polymerase was 
initially isolated from Pyrococcus furiosus, anaerobic hyperthermophilic archaeon lived in 
geothermally heated marine sediments with temperatures between 90°C and 100°C. This enzyme 
possesses 3´ to 5´ exonucleotic activity; so that makes correcting the errors made in DNA replication.  

Methods: In this research, the DNA fragment encoding Pfu DNA polymerase was cloned in to pET-
15b expression vector. Then, by changing expression conditions such as isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) concentration, and time and temperature of the induction, the expression 
of this enzyme was optimized. Finally, Pfu DNA polymerase was produced in large scale in optimized 
conditions and purified with simple method. Then, purified enzyme was used in polymerase chain 
reaction (PCR) for evaluating the activity. 

Findings: Transformation of recombinant vector produced some colonies that most of them have the 
plasmid. The expression of Pfu DNA polymerase resulted in a bond approximately 90 kDa in sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Maximum amount of protein 
production was observed in IPTG concentration of 0.75 mM, at 37°C, 3 hours incubation. 

Conclusion: Protein purification with using the method based on Desai protocol caused a product that 
had the activity like commercial one in PCR reaction. 

Keywords: DNA-dependent DNA polymerase, Polymerase chain reaction (PCR), Cloning, pET-15b 
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