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  N666E ي هيناح در افتهي ونيموتاس مرازيپلTaq  ميآنز يساز خالص و ديتول يساز نهيبه
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  چكيده
 از يكي. دارد كاربرد) PCRا ي Polymerase chain reaction(اي پليمراز  واكنش زنجيره در گسترده صورت به مرازيپل Taq ميآنز :مقدمه
 Asn-666-Glu ونيموتاس شامل يانيب وكتور كي يقبل قاتيتحق يط. باشد يم ميآنز O-helix ي منطقه ،ميآنز اين تيفعال در ليدخ مهم يها قسمت

. پرداخت مرازيپل Taq ميآنز يساز خالص به ديبا ابتدا در ميآنز تيفعال يرو بر ونيموتاس نيا ريثتأ يبررس منظور به. است شده يطراح ميآنز ژن يرو بر
 .دبو Bl21باكتري اشرشياكلي  ي پليمراز نوتركيب از گونه Taqسازي آنزيم  جداسازي و خالص ،هدف از اين پروژه

 انيب يالقا و N666E ي هيناح در شده موتانت مرازيپل Taq ژن يحاو ديپلاسم با رايپذ يها سلول كردن ترانسفورم از پس مطالعه نيا در :ها روش
 Desai پروتكل ،Desai يساز خالص يها روش از) IPTGيا  Isopropyl β-D thiogalactopyranoside( ديوگالاكتوزيت بتا ليزوپروپيا با ميآنز
 نگيرفولد و) TCA يا  Trichloroacetic acid( دياس كياست كلرو يتر ،)Ni-NTA His.Bind Resins( كلين -نيرز شده، يساز نهيبه
)Refolding (ميآنز صيتخل منظور به Taq شد پرداخته گريكدي با ها روش نيا ي سهيمقا به تينها در و ديگرد استفاده مرازيپل. 

 در ،نمود جاديا) كيلودالتون 94( انتظار مورد ي هيناح در شارپ يباند كه نيا بر علاوه Desai پروتكل از استفاده گر،يكدي با جينتا ي سهيمقا در :ها يافته
 و دياس كياست كلرو يتر از استفاده با. بود مشاهده قابل نظر مورد باند تنها Desai پروتكل يساز نهيبه از پس اما؛ شد دهيد ييباندها زين ينواح ريسا
 جاديا باند م،ينزآ نگيرفولد با. شد دهيد ينواح ريسا در يگريد يباندها يگاه و بود فيضعكيلودالتون  94 ي هيناح در شده دهيد يباندها كلين - نيرز

 .شد مشاهده كيلودالتون 66ي  هيناح در شده

 در مناسب و واضح يباند جاديا باعث انجام شد، شده يساز هنيبه DNase و RNase از استفاده با كه Desai يساز خالص روش :گيري نتيجه
 كلين -نيرز از استفاده و اند نرفته نيب از حرارت با كه ييها نيئپروت رسوب منظور به دياس كياست كلرو يتر از استفاده. ديگرد كيلودالتون 94 ي هيناح

 جاديا كيلودالتون 66 باند مورد در. داد كاهش كيلودالتون 94 ي هيناح در زين را نظر مورد ميآنز مقدار چند هر ،شد ناخواسته يباندها يبيتقر حذف باعث
 در ميآنز شكست باعث پروتئاز ميآنز ماندن يباق ،سلول از ها يباد نكلوژنيا يجداساز نيح در كه دارد وجود احتمال نيا م،يآنز نگيرفولد فرايند در شده

  .باشد شده هيناح نيا
  Desai، O-helix mutation يساز خالص ب،ينوترك مرازيپل Taq ميآنز :واژگان كليدي

  
  مقدمه

 يها ميآنز از يكي حرارت به مقاوم مرازيپل DNA مينزآ
 نظيـر ( يمولكـول  - يكيولـوژ يب اتمطالع ـ در مهم اريبس
ــتكث ــ )آن Sequencing و DNA ري ــد يم ). 1-2( باش
 ،كيلودالتـون  94 يمولكـول  وزن بـا  مـراز يپل Taq ميآنز

 از كــه اســت حــرارت بـه  مقــاوم مــرازيپل DNA كي ـ
 جـدا  Thermus aquatiqus حـرارت  بـه  مقاوم يباكتر

   Ecoli pol I ميآنــــز بــــا و) 3( اســــت شــــده
)Escherichia coli polymerase I( ــ در ــروه كي  گ

 كـه  ،بـالا  حرارت طيشرا در ميآنزاين ). 4( دارد يجا
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 مـراز يپل يا رهي ـزنج واكـنش  فرايند يطبه طور معمول 
)Polymerase chain reaction  ــا ــال) PCRيـ  اعمـ
 مناسب ينيگزيجا ليدل نيهم به و است داريپا ،گردد يم
   ).5( شود محسوب مي Ecoli مرازيپل DNA يبرا

PCR ريتكث در كه است يكيتكن DNA، نـگ يكلون 
 نيا در. دارد كاربرد يشگاهيآزما يها فرايند گريد و آن
 بـر  ياديز ريثأت مرازيپل Taq ميآنز دقت و تيفعال انيم
 فعـال  ينـواح  از يك ـي رسد يم نظر به). 6( دارد جينتا

ــز ــناح مــراز،يپل Taq ميآن  دياســ ؛باشــد O-helix ي هي
 ي هيناح در Asp-610 و Asp-785 ،Glu-786 يها نهيآم

 وجـود  كي ـ گـروه  يمرازهايپل DNA تمام يكيتيكاتال
ــ). 1( دارد ــاتيتحق يط ــه انجــام ق  دياســ نقــش گرفت
 Tyr-671و  Arg-659، Lys-663، Phe-667 يها نهيآم
 كـــاهش در O-helix ي هيـــناح) 8( Ile-663 و) 7-6(

 شـده  مشـخص  مـراز يپل Taq ميآنـز  دقـت  و تيفعال
 O-helix ي هي ـناح كـه  رسـد  يم نظر به نيبنابرا. است
 دقـت  و تيفعال در را يمهم نقش مرازيپل Taq ميآنز
  .كند فايا ميآنز

 نقـش  بـر  يمبن ـ ياطلاعـات  چيه ـ كـه  جايي آن از
 سـت، ين دسـترس  در 666 دياس ـ كيگلوتام نهيدآمياس
 ونيموتاس ـ شامل يانيب وكتور كي يقبل قاتيحقت يط

Asn 666 Glu ميآنز ژن در Taq دهش يطراح زمرايپل 
 يرو بر ونيموتاس نيا اثر يبررس منظور به). 9( است
 صيتخل ـ ابتـدا  در ،مرازيپل Taq ميآنز دقت و تيفعال
 بـه  منظـور  نيهم ـ بـه . رسد يم نظر به يضرور ميآنز

  .شد پرداخته يساز خالص يها روش انواع يبررس
Lawyer ميآنز صيتخل يبرا را يروش همكاران و 

Taq يداري ـپا يژگ ـيو بـر  يمبتن كه ندداد ارائه مرازيپل 
و  Engelke بعد سال كي). 10( بود ميآنز نيا يحرارت

 ـ يپل از آن ي ادامه درهمكاران   بـه ) PEI( نيم ـيا لنيات

 بـه  تي ـنها در و نـد كرد اسـتفاده  ميآنـز  رسوب منظور
 نـد پرداخت ميآنز صيتخل به يوني ضيتعو نيرز كمك

)11 .(Pluthero يهـا  يژگ ـيو از اسـتفاده  بر علاوه زين 
 ميآنز ظيتغل يبرا سولفات وميآمون از ،يحرارت يداريپا

 Desai). 12( كردنـد  زياليد تينها در و نمودند استفاده
 گذشــته روش ســه از يا شــده ســاده روش Pfaffle و
 يژگ ـيو از فقـط  كه دادند شنهاديپ ميآنز صيتخل يبرا
 ذوب فرايند). 13( نمود استفاده ميآنز يحرارت يداريپا
ــفر و ــردن زيـ ــاتوگراف ،)14( كـ ــيم يكرومـ ، )15( يلـ

Affibody ligand )16 (و DNA aptamer شـده  داريپا 
هــاي  ديگــر پروتكــلاز ) 17( يســيمغناط پــرل يرو بــر

 مـراز يپل Taq ميآنـز  يساز خالص منظور بهاستفاده شده 
 گونـاگون،  يها روش ي سهيمقابا در اين تحقيق . هستند

 Taq ميآنـز  صيخل ـت روش نيكارآمـدتر  و نيتر ساده از
  .شد استفاده مرازيپل

  
  ها روش

ــم ــنوترك ديپلاس ) pET15b )Invitrogen, USA بي
 در يقاتيتحق ي پروژه كي يط نظر، مورد ژن انيب يبرا

 دي ـگرد اسـتفاده  و هي ـته اصفهان يداروساز ي دانشكده
) رانيــا تهــران،( BioRon از مــرازيپل Taq ميآنــز). 9(

  .شد يداريخر
ــ ــق) LB )Luric-Bertani كشــت طيمح  روش طب
 بـر  يگـر  غربـال . )18( دي ـگرد هيته Sambrook كتاب
 يحـاو  آگـار  LB طيمح ـ يكيوتيب يآنت مقاومت اساس

) Sigma( )يتـر ل ميكروگـرم در ميلـي   100( نيليس يآمپ
 معتبـر  يها شركت از ييايميش مواد يمابق. گرفت انجام
  .دش يداريخر

ــا ســلول ــذ يه ــا رايپ ــتفاده ب  E.coli DH5α از اس
 E.coli BL21 (DE3) و) ســـيناژن، تهـــران، ايـــران(
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و طبق پروتكل اسـتاندارد  ) La Jolla، Calif، استراتوژن(
2CaCl وكتـور  بـا  رايپذ يها سلول سپس). 18( شد هيته 

pET15b يتــوال يحــاو Taq افتــهي ونيموتاســ مــرازيپل 
 ونيترانسفورماس ـ انجـام  جهـت ). 10( گرديد ترانسفورم

 خي ـ يرو بـر  قـه يدق 30 مـدت  بـه  وكتور و يباكتر ابتدا
 ـ سـپس  و شد ينگهدار  معـرض  در هي ـثان 45 مـدت ه ب
 و گرفـت  قـرار ) رادگ ي سانتي درجه 42( يحرارت شوك
 طيمحــ ازميكروليتــر  200 در شــده ترانســفورم يبــاكتر
 در قهيدق 60 تا 40 مدت بهو  ديگرد سوسپانسون كشت
قـرار   انكوبـاتور  كريش ـ در گراد ي سانتي درجه 37 يدما
 نيليس ـ يآمپ ـ يحـاو  تي ـپل يرو تي ـدر نها واده شد د
)Sigma, St. Louis, Mo (37 يدمـا  در و ديگرد پخش 

  ).18( شد انكوبهگراد  سانتي ي درجه
 ميآنـز  اني ـب يالقا و كشت طيمح حيتلقبراي انجام 

Taq بـه  شـبانه  كشت طيمح از ميكروليتر 250 مرازيپل 
 100 يحـــاو LB كشـــت طيمحـــ از تـــريل يلـــيم 25

 هـا  ارلـن . شد اضافه نيليس يآمپيتر ل در ميلي گرموميكر
 بـا گراد  سانتي ي درجه 37ي دما در انكوباتور كريش در

 كـه  يهنگـام . شد داده قراردور در دقيقه  200 سرعت
 ديرس ـ يتميلگـار  فـاز  ي مهين به ها يباكتر رشد نمودار

)5/0  =OD600(، القا، جهت. گرفت صورت القا عمل 
IPTG )Isopropyl β-D thiogalactopyranoside ( بـا 
 دوبـاره  ها نمونه سپس. شد افزوده مولار ميلي 1 غلظت

 يدما در و ساعت 2 زمان مدت به انكوباتور كريش در
ــه 37 ــانتي ي درج ــ س ــراد گ ــدند كيش ــنها در. ش  تي

 يهـا  سـلول  تـا  دي ـگرد وژيفيسانتر شده القا يها نمونه
 -20 زري ـفر در ها كروبيم پلت و كند رسوب يباكتر
  ).18( شد داده قرارراد گ سانتي ي درجه

 بـه  شـده  موتانت مرازيپل Taq ميآنز يساز خالص
  .انجام شد روش سه

   Desai روش به مرازيپل Taq ميآنز صيتخل
 A )Tris-HCI 50 بــافر 250 بــا هــا يبــاكتر پلــت
ــي ــولار ميل ــتروز م ــي 50، دكس ــولار ميل  EDTA 1، م
رم در گ ـ ميلـي  4 يحـاو  كـه  )pH=  9/7و  مـولار  ميلي
 قهيدق 15 مدت به و شد مخلوط بود، ميزوزيل يترل ميلي
 حجم همان به سپس. شد داده قرار شگاهيآزما يدما در

 Tween 20 5/0درصـد،   B )Nonidet P-40 5/0 بـافر 
 )مـولار  ميلـي  KCl 50، مـولار  ميلـي  EDTA 1درصد، 
 بـه راد گ ـ سـانتي  ي درجه 75 يمار بن به و شد افزوده
 مـدت  ني ـا خـلال  در. ديگرد منتقل ساعت كي مدت
  . شدند داده تكان مرتب ها نمونه

 10 مـدت  به g × 12000 سرعت با ها نمونه سپس

. شـد  فوژيسـانتر  رادگ ـ ي سانتي درجه 4ي دما در قهيدق
 يتـر يل يل ـيم 5/1 اپندروف ي لوله كي به ييرو محلول
 S بـافر  آن بـه  نمونـه  حجـم  ي انـدازه  بـه  و شد منتقل

)EDTA 1/0 ــي ــولا ميل ــي NaCl 100، رم ــولار ميل ، م
Triton X-100 1  ،درصدTris-HCL 50  مـولار  ميلـي ،

DTT 5/0 8بـا   مولار ميلي  =pH ( درصـد  75 يحـاو 
ي دما در سپس و ديگرد هموژن و شد اضافه سروليگل
 يرو تي ـنها در و يدار نگـه گـراد   ي سانتي درجه -20
ــپ). 14( شــــد الكتروفــــورز SDS-PAGE ژل  رويــ
 يهـا  يآلودگ حذف منظور به Desai روش يساز نهيبه

 از پـس  DNase ميآنـز واحـد   2000 ،يدياس كينوكلئ
 قهيدق 15 مدت به و هاضاف پلت به فوژيسانتر ي مرحله

 در سـپس . شد انكوبهگراد  سانتي ي درجه 37 يدما در
 قــهيدق 15 مــدت بــهگــراد  ي ســانتي درجــه 75 يدمــا
 جـام ان زين RNase ميآنز با مرحله نيا. ديگرد رفعاليغ

  ).13( گرفت
  كلين -نيرز توسط نيپروتئ يساز خالص

   ،Desai روش سـوم  ي مرحلـه  از حاصل ييرو عيما به
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 اضـافه  Ni-NTA His bind Resin نيرز تريكروليم 50
 در و گرفـت  قـرار  خي ـ يرو قـه يدق 30 مدت به و شد
  . شد داده تكان مرتب مدت نيا نيح

 و هينثا 10 مدت به ها نمونه نيرز رسوب منظور به
گـراد   ي سانتي درجه 4 يدما در g × 15000 سرعت به

 ريغ يها نيپروتئ يحاو ييرو محلول و شد فوژيسانتر
 100 بعـد  ي مرحله در. شد ختهير دور ن،يرز به متصل

ــر  ــافرميكروليت ــو ب ــده شستش ــي 20( دهن ــولار ميل  م
ــميا ــي 50 دازول،ي ــولار ميل ــد م ــفات ميس  300 و فس

 و شـد  اضـافه  ني ـرز بـه ) pH=  8بـا  NaCl مـول  نيلي
 در هي ـثان 10 مـدت  بـه  g × 15000 سـرعت  بـا  دوباره

 سـپس  ؛دي ـگرد فوژيسانتر گراد ي سانتي درجه 4 يدما
  . شد تكرار مرحله نيا و شد جدا دقت با ييرو عيما

 كننـده  قيرق بافر از تريكروليم 20 حاصل، رسوب به
 ميسـد  مـولار  ميلـي  50 و دازولي ـميا مولار ميلي 250(

 اضـافه ) pH=  8بـا   NaCl مـولار  ميلي 300 و فسفات
 و شـد  جـدا  ييرو عيما سپس. ديگرد فوژيسانتر و شد
 يـي رو عيمـا . ديگرد فوژيسانتر و شد تكرار مرحله نيا
 S بـافر  آن حجـم  هـم  و شـد  اضـافه  يقبل ـ ماحصل به

 در سـپس  و ديگرد افزوده سروليگل درصد 75 يحاو
 تينها در. شد يدار نگهراد گ سانتي ي درجه -20 يدما
  ).19( شد الكتروفورز SDS-PAGE ژل يرو

  )TCA( دياس كياست كلرو يتر كمك به يساز خالص
 ي مرحلـه  از مانـده  يباق ييرو محلول از تريل يليم 1 به

 TCA، V/V 10 تــريكروليم Desai، 100 روش ســوم
 20 مـدت  بـه  ورتكـس،  هي ـثان 15 از پس و شد اضافه

  . شد داده قرار خي يرو قهيدق
 بـه  g × 14000 سرعت با ها نمونه بعد ي همرحل در
ــدت ــهيدق 10 م ــا در ق ــه 4ي دم ــانتي درج ــراد ي س  گ
 100 بـا  بـار  هـر  بـار  2 مانده يباق پلت. شد فوژيسانتر

 قـه يدق 5 مدت به بار هر و شد شسته استونميكروليتر 
راد گ ـ سـانتي  ي درجـه  4 يدمـا  در g × 14000 دور با

 مدت به اتاق يدما در اليو يمحتوا. گرديد فوژيسانتر
 حجـم  ي انـدازه  بـه  تي ـنها در. دش ـ خشك ساعت 1

 افـزوده  سروليگل درصد 75 يحاو S بافر آن به نمونه
ــد ــوژن و ش ــگرد هم ــفر در و دي ــه -20 زري  ي درج
  ).20( شد داشته نگه رادگ سانتي
  شده موتانت مرازيپل  Taqميآنز نگيرفولد
 تـر يكروليم 500 هـا  يبـاكتر  پلـت  از كدام هر به ابتدا

ــول ــاو محل ــي 50 يح ــولار ميل  500 و Tris-HCI م
 4 ها نمونه از كدام هر به. شد اضافه NaCl مولار ميلي
 هـا  نمونـه  و شد اضافه زوزوميل ليتر گرم در ميلي ميلي

 فوژيسـانتر  سـپس  و انكوبـه  اتـاق  يدما در قهيدق 30
 4 يدمـا  در قـه، يدق g × 10000، 30 دور بـا ( گرديـد 
   .)گراد ي سانتي درجه

 و شـد  ختهير دور ييرو محلول فوژيسانتر زا پس
 6 يحـاو  بـافر ميكروليتر  500 ها نمونه از كدام هر به

. دي ـگرد ونيسوسپانس ـ وشـد   اضافه Guanidin مول
سـپس   و انكوبـه  اتـاق  يدمـا  در قـه يدق 60 هـا  نمونه
 دور يـي رو محلـول  فوژيسانتر از پس. شد فوژيسانتر

 EDTA تريلكرويم 500 با مانده يباق پلت و شد ختهير
 Guanidin، 10 مـول  Tween، 6 01/0 ،مـولار  ميلي 5

 ونيگلوتـات  مـولار  ميلـي  1 ا،ياح ونيگلوتات مولار ميلي
 ليتـر  گـرم در ميلـي   ميلي 1 و نيآرژنمول  7/0 د،ياكس
 يدما در ساعت 24 مدت به و شد قيرق نيآلبوم سرم

 تي ـنها در. دي ـگرد ينگهـدار گراد  درجه ي سانتي 4
 منتقل يتريل يليم 5/1 اپندروف وبيت كي در ها نمونه

 در ســاعت، 16 مــدت بــه EDTA و Tris بــافر در و
 نيا يط در. ديگرد زياليدگراد  ي سانتي درجه 8ي دما

  ).21( شد ضيتعو مرتبه 3 زياليد بافر مدت



  و همكاران يرمحمدصادقيم ديحمدكتر   N666E ونيموتاس يحاو مرازيپل Taq ميآنز يساز خالص

  1391هفته سوم مرداد / 193شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  836

www.mui.ac.ir  

  ها افتهي
 يساز خالص يبرا يمختلف يها پروتكلمطالعه  نيا در
 ژلنمـايي از   1 شكل. گرفت انجام مرازيپل Taq ميآنز

SDS-PAGE ميآنــز Taq يحــاو و فاقــد مــرازيپل 
را  Pfaffleو  Desaiروش خـالص شـده بـا     ونيموتاس
  .دهد يمنشان 
  

  
پليمراز  Taqهاي تخليص شده آنزيم  الكتروفورز نمونه. 1شكل 

  Desaiحاوي و فاقد موتاسيون به روش 
  ماركر وزن مولكولي پروتئين: 1ستون 
   Desaiآنزيم فاقد موتاسيون با روش ي شدهخالص  ي نمونه: 2ستون 
  Desai آنزيم حاوي موتاسيون با روش ي خالص شده ي نمونه: 3ستون 

  
 هـر  دركيلودالتـون   94 ي هيناح درمورد انتظار  باند

 ونيموتاس ـ فاقد مرازيپل Taq ميآنز به مربوط ستون دو
 مشــاهده) 3 ســتون( ونيموتاســ يحــاو و) 2 ســتون(
در  يگـر يد يباندها نظر مد ياندهاب بر علاوه. شود يم

  .است مشاهده قابل ينواح ريسا
 فاقـد  مرازيپل Taq ميآنز SDS-PAGEژل  2 شكل

 را Desai روش بـا  شـده  خـالص  ونيموتاس ـ يحاو و
 DNase ميآنــز كــردن اضــافه بــا كــه دهــد يمــ نشــان

 ميآنز به مربوط ستون دو هر در. است شده يساز نهيبه
 سـتون ( ونيموتاس ـ يحاو و) 2 ستون( ونيموتاس فاقد

 شد دهيدكيلودالتون  94 ي هيناح در انتظار مورد باند) 3
  .ندحذف شد ياضاف يباندها ريو سا

  
  DNaseبا كمك Desai  آنزيم خالص شده به روش. 2شكل 

  .ماركر وزن مولكولي پروتئين: 1ستون 
آنزيم فاقد موتاسيون به روش  ي هاي خالص شده نمونه: 2ستون 
Desai تفاده از آنزيم با اسDNase 

آنزيم حاوي موتاسيون به روش  ي هاي خالص شده نمونه: 3ستون 
Desai  با استفاده از آنزيمDNase 

  
 و فاقد مرازيپل Taq ميآنز SDS-PAGEژل  3 شكل

 نشـان  را Desai روش بـا  شده خالص ونيموتاس يحاو
 RNase مياضـافه كـردن آنـز    بـا بـار   ني ـا كـه  دهـد  يم
  . است شده يساز نهيبه
  

  
  RNase با كمكDesai  آنزيم خالص شده به روش. 3شكل 

  ماركر وزن مولكولي پروتئين: 1ستون 
آنزيم فاقد موتاسيون به روش  ي هاي خالص شده نمونه :2ستون 
Desai  با استفاده از آنزيمRNase  
آنزيم حاوي موتاسيون به روش  ي هاي خالص شده نمونه: 3ستون 

Desai نزيم با استفاده از آRNase  
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 ونيموتاس ـ فاقـد  ميآنـز  بـه  مربـوط  ستون دو هر در
 شـارپ  يبانـد ) 3 ستون( ونيموتاس يحاو و) 2 ستون(
و  شـد  دهي ـد) كيلودالتـون  94( انتظـار  مورد ي هيناح در
  .ندحذف شد ياضاف يباندها ريسا

 و فاقد مرازيپل Taq ميآنز SDS-PAGE ژل 4 شكل
 الحـاق   Desa روش بـا  شـده  خالص ونيموتاس يحاو

 را TCA و Ni-NTA His bind Resin يها روش با افتهي
  . دهد يم نشان
كيلـو   94 ي هي ـناح در انتظـار  مورد باند شكل نيا در

 فاقـد  مـراز يپل Taq بـه  مربـوط  سـتون  دو هر دردالتون 
 3 سـتون ( ونيموتاس ـ يحاو و) 5 و 2 ستون( ونيموتاس
 كمتر يمولكول وزن با ييباندها است فيضع اريبس شده

  .خورد يم چشم به ينواح ريسا در زين
  

  
آنزيم فاقد و حاوي موتاسيون، با  ي خالص شده ي نمونه. 4شكل 

  TCAو  Ni- NTA His bind Resinاستفاده از رزين 
  ماركر وزن مولكولي پروتئين: 1ون ست

آنزيم فاقد موتاسيون، با استفاده از  ي خالص شده ي نمونه: 2ستون 
  Ni- NTA His bind Resinرزين 
آنزيم حاوي موتاسيون، با استفاده از  ي خالص شده ي نمونه: 3ستون 
  Ni- NTA His bind Resinرزين 

آنزيم فاقد موتاسيون، با استفاده  ي خالص شده ي نمونه: 5ستون 
    TCAاز

آنزيم حاوي موتاسيون، با استفاده  ي نمونه خالص شده: 6ستون 
   TCAاز
  

ــه ــور ب ــذف منظ ــوژنيا ح ــاد نكل ــا، يب ــد ه  فراين
 SDS-PAGE ژل 5 شــكل. گرفــت انجــام نگيرفولــد

 از حاصـل  ونيموتاس ـ يحاو و فاقد مرازيپل Taq ميآنز
 ي هي ـناح در تنهـا  نه عكس نيا در. دهد يم نشان را آن

 اريبس ـ هشـد  دهي ـد بانـد ) كيلودالتـون  94( مورد انتظار
 انـد كيلودالتـون ب  66 ي هي ـناح در بلكـه  ،اسـت  فيضع

  .شود يم دهيد يواضح
  

  
حاوي موتاسيون پس  آنزيم فاقد و ي خالص شده ي نمونه. 5شكل 

  از رفولدينگ آنزيم
  ماركر وزن مولكولي پروتئين: 1ستون 
آنزيم فاقد موتاسيون با استفاده از  ي خالص شده ي نمونه: 2ستون 

  رفولدينگ آنزيم
آنزيم حاوي موتاسيون با استفاده از  ي خالص شده ي نمونه: 3ستون

  رفولدينگ آنزيم
  

  بحث
 ميآنز يساز خالص و يجداساز مطالعه نيا از هدف
Taq در يقبل قاتيتحق در. بود افتهي ونيموتاس مرازيپل 
 به دياس كيگلوتام ينيگزيجا با مرازيپل Taq ميآنز ژن
 O-helix ي هيناح در 666 نيآسپارژ نهيآم دياس يجا

 از هيناح نيا رسد يم نظر به). 9( شد جاديا ونيموتاس
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 دقت و تيفعال در يمهم نقش مرازيپل Taq ميآنز
  .كند يم فايا ميآنز

 يساز خالص منظور به كه شد اشاره مقدمه در
 دسترس در يمختلف يها پروتكل مرازيپل Taq ميآنز

 Oktem روش مانند ها روش نيا از يبعض در كه است
 روش مانند اي و يسيغناطم پرل از) 17(و همكاران 

Nord  از )16(و همكاران Affibody ligand استفاده 
 در. هستند بر زمان و بر نهيهز ييها روش كه است شده
 نيميا لنيات يپل از استفادهو همكاران  Engelke روش

)PEI (كند يم كمك ميآنز بهتر صيتخل به چند هر 
 لمحصو در PEI يمقدار تنها ماندن يباق اما ،)11(

 از. كند مي تداخل مرازيپل Taq ميآنز تيفعال با يينها
 در يآسان به كه شود يم استفادهنيز  Bio-Rex70 ستون

  ).1( ستين دسترس
  يساز خالص روش از قيتحق نيا در
Desai  وPfaffle از استفاده با). 13( شد استفاده 
 94 ي هيناح در باند كي ،Desai ي ساده پروتكل

 مورد زيسا با كه) 1 شكل( شد مشاهدهكيلودالتون 
  ). 2، 20( شتدا يخوان هم انتظار
 وزن با ينواح ريسا در شده دهيد يباندها گريد

 يها يناخالص حضور ي دهنده نشان كمتر يمولكول
 و) 2 شكل( DNase كردن اضافه. است ينيپروتئ

RNase )پروتكل به) 3 شكل Desai حذف باعث 
 يحاو و دفاق ميآنز دو هر در ياضاف يباندها
 در مرازيپل Taq ميآنز زانيم در و شد ونيموتاس
 اضافه با. نشد جاديا يرييتغكيلودالتون  94 ي هيناح

 و RNA كه رود يم انتظار نيا DNase و RNase كردن
DNA متداول طور به. ابندي كاهش يا رشته دو اي تك 

DNase تا شد اضافه يسلول زيل فرايند به 
 DNA اتيمحتو وسطت شده جاديا ي تهيسكوزيو

 يهاDNA و دهد كاهش را يسلول زيل از حاصل
 فرايند نيح RNA محصولات از را مانده يباق يالگو

   .كند حذف يشگاهيآزما يهمانندساز
 يها نيپروتئ رسوب منظور به TCA از استفاده
ي  درجه 75 حرارت ريثأت تحت كه يا ناخواسته

 يابانده حذف باعث اند، نشده بيتخرگراد  سانتي
 زين را مرازيپل Taq ميآنز مقدار اما ،ديگرد ناخواسته
 ميآنز دقت و تيفعال قيدق يبررس يبرا. داد كاهش

Taq از يبرخ در زين و شده موتانت مرازيپل 
 از يعار ميآنز يدبا ،RAPD مانند PCR يها كيتكن
 از بعد يحت موارد يبرخ در و باشد يآلودگ نوع هر

 كي مدت به گراد يسانتي  درجه 75( دادن حرارت
 زبانيم يباكتر يها نيپروتئ از يتعداد هنوز) ساعت

)Ecoli (ضيتعو نيرز از منظور نيبد .اند مانده يباق 
. نمود استفاده توان يم يفاز دو استخراج اي يوني

 جهت شده استفاده يها راه از گريد يكبنابراين ي
 از استفاده افتهي ونيموتاس مرازيپل Taq ميآنز صيتخل
 خلوص چند هر كه باشد يم يوني ضيتعو يها نيرز
 دازوليميا ناقص حذف اما دهد، يم شيافزا را ما ميآنز
 را روش نيا از استفاده عدم PCR در آن تداخل و

  .دهد يم جلوه يمنطق
 تيفعال كه است نيا توجه قابل نكات از يكي
 يبستگ ها آن يبعد سه ساختار و شكل به ها نيپروتئ
 آن تيفعال در ميآنز يبعد سه ساختار در رييتغ و دارد
 مانند ييها استرس و ها تنش. باشد يم مؤثر PCR نيح

 سه ساختار نيا تواند يم )in vivo( ييگرما شوك
 به وادار را ها نيپروتئ و هدد قرار ريتأث تحت را يبعد
 به. كند يباد نكلوژنيا اي و يعيطب ريغ ساختار ليتشك

 كنترل از توان يم يدبا نكلوژنيا ليتشك عدم منظور
 يها نيپروتئ يمهندس زبان،يم سميمتابول و انيب سرعت
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 بيتخر يبرا و نمود استفاده هاي ديگر راه و هدف
 پروتئازها، از توان يم افتهي ليتشك يباد نكلوژنيا

   ).22( كرد استفاده نگيرفولد روش اي و ها دترجنت
 نكلوژنيا ليتشك احتمال به توجه با قيتحق نيا در

 مرازيپلTaq  ميآنز تيفعال عدم جهينت در و يادب
 منظور به نگيرفولد فرايند از PCR در افتهي ونيموتاس

   ژل يبررس از پس. شد استفاده ميآنز نوآرايي
SDS-PAGE كيلودالتون  94 ي هيناح در يفيضع باند

كيلودالتون  60- 66 ي هيناح در بالعكس و شد دهيد
 وجود شارپ و يقو ييابانده) انتظار از دور يا هيناح(

 يسو به را ما هيناح نيا در شده دهيد باند. داشت
 5/62 يمولكول وزن با مرازيپل Taq ميآنز يكلنو ي قطعه

  ). 23( دهد يم سوقكيلودالتون 
 يجداساز هنگام كه دارد وجود احتمال نيا

 پروتئاز مثل ها نيپروتئ و ها ميآنز ريسا ،يباد نكلوژنيا
 نيا در ميآنز شكست باعث و اشندب شده يجداساز زين

   ).24( شوند هيناح
 RNase يها ميآنز از استفاده جينتا يبررس تينها در

باعـث   مـراز يپل Taq ميآنـز  يسـاز  خالص در DNaseو 
ــ ياضــاف يبانــدها ريســا شــود كــه مــي  يبــه عبــارت اي

خالص بـه   يميحذف شوند و آنز موجود يها يناخالص
آن بـا   ي سهيو مقا بينوترك ميآنز تيفعال يمنظور بررس

  .ما قرار دهد اريدر اخت ،يآت قاتيدر تحق Wildنوع 
  

  تشكر و قدرداني
 ي هـاي همـه جانبـه    نويسندگان ايـن مقالـه از حمايـت   

معاونت تحقيقـات و فنـاوري دانشـگاه علـوم پزشـكي      
  .نمايند اصفهان تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Background: The aim of this project was to isolate and purify the highly active recombinant Taq 
DNA polymerase from the strain of Escherichia coli BL21. This enzyme, with a molecular weight of 
about 94 kDa, is widely used in polymerase chain reaction (PCR). In PCR, the activity and fidelity of 
Taq polymerase can significantly influence the results. One of the active regions of Taq polymerase 
has been suggested to be the O-helix region. In previous studies, an expression vector containing 
mutated Asn 666 Glu Taq polymerase gene was designed. In order to investigate the effects of this 
mutation on the function of the enzyme, Taq polymerase needs to be purified first.  

Methods: In this study, after transformation of competent cells, enzyme expression was induced by 
isopropyl β D thiogalactopyranoside (IPTG) method. Modified Desai protocol with DNase and RNase, 
nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) resin, trichloroacetic acid (TCA), and refolding protocols were 
subsequently used for purification of this enzyme. These protocols were finally compared. 

Findings: Using Desai protocol resulted in the production of a sharp band in the expected region 
 (94 kDa) and several other visible bands. After further modification of Desai protocol, only the 
desirable band was observed. In protocols using TCA and Ni-NTA resin, the expected bands were 
weak. Refolding protocol caused a band in an undesirable region (66 kDa).  
Conclusion: From the different purification techniques that were used in this study, the modified 
method of Desai containing RNase and DNase worked best. Addition of TCA can precipitate proteins 
that had not been affected by heat. Using Ni-NTA resin resulted in elimination of unwanted bands. 
However, the amount of Taq polymerase was also decreased. The extra band that was observed in 
refolding protocol was probably due to the presence of proteases that were isolated with inclusion 
body and could digest Taq polymerase. 

Keywords: Taq polymerase recombinant, Purification, Desai protocol, O-helix mutation. 
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