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Abstract 

Introduction: Nattokinase is an enzyme extracted from Japanese food produced in the 

fermentation process. This enzyme has significant positive effects in the treatment of 

cardiovascular diseases, the treatment or prevention of amyloid diseases such as Alzheimer 

disease and the reduction of blood cholesterol. This genomic study aimed to investigate the 

Nattokinase isolated from soil bacilli in areas around Tehran and its cloning in Escherichia coli 

bacteria for medicinal use. 

Materials and methods: In this study, 60 samples were collected from 5-10 cm depth of soil of 

different areas around Tehran and their Bacillus bacteria were isolated by molecular and 

biochemical methods. By the PCR method, the bacteria with the Nattokinase gene were 

identified and the amplified gene was cloned into E. coli and sequenced. The gene expression 

was then evaluated by Real Time PCR and its phylogenetic relationships were determined. 

Results: As a result of screening soil samples sent to the laboratory, a total of 12 suspected 

colonies were isolated from Gram-positive bacilli which were identified based on 

morphological, microscopic, and biochemical tests. Then, 11 species was determined as target 

genes. The cloning and expression of Nattokinase gene were successfully performed and the 

homology of 99-100% with other enzymes was observed. 

Discussion and conclusion: In the present study, the Nattokinase gene from Bacillus subtilis 

RH5 isolated from soils around Tehran was successfully cloned into PTG19-T expression 

vector. The successful expression of its gene showed that it could be expanded by this method 

for industrial production. 
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 كیدهچ

شوا؛ ایی  آنیزیم آریار شد  از غ ایی ژاپنی است که ار فرایند تخمیر آن تولید میآنزیمی استخراجناتوکیناز،  مقدمه:

های آمیلوئیدی همچون آلزایمر پیشگیری از بیماری های قلبی عروقی، ارمان یایمثبت ارخور توجهی ار ارمان بیمار

های خیا  به مطالعۀ ژنومی ناتوکیناز جداشید  از باسیی اشته تا و کاهش کلسترو  خون اارا. مطالعۀ حاضر ار نظر ا

 منظور است ااۀ اارویی بپراازا.به اشریشیا کلیکران آن ار باکتری مناطق اطراف تهران و کلون

متری خا  منیاطق مختلیا اطیراف شیهر تهیران سانتی 10تا  5نمونه از عمق  60ار مطالعۀ حاضر،  ها:مواد و روش

هیای اارای ژن باکتریهای مولکولی و بیوشیمیایی جداسازی شدند. های باسیلوس آنها به رو برااری و باکترینمونه

یابی شد؛ سپس بییان ژن کلون و توالی اشریشیا کلیشد  ار باکتری مشخص شدند و ژن تکثیر PCRبه رو   ناتوکیناز

 بررسی شد و روابط فیلوژنتیکی آن مشخص شدند. Real time PCRبه رو  

های گیرم کلنی مشیکو  بیه باسیی  12های خا  ارسالی به آزمایشگا ، ارمجموع گری نمونهارنتیجۀ غربا : نتایج

های بیوشیمیایی تعییی  هوییت پی و آزمونشناختی، میکروسکوهای ریختمثبت جداسازی شدند که بر اساس ویژگی

آمیز انجییام و طور موفقیییتبییه ناتوکینییازکران و بیییان ژن گونییه ژن هییدف را اارنیید. کلییون 11شییدند و مشییخص شیید 

 ها مشاهد  شد.ارصدی با سایر آنزیم 100تا  99همولوژی 

هیای جداشید  از خا  RH5 سیوبتیلیسباسییلوس از باکتری  ناتوکینازار بررسی حاضر، ژن  گیری:بحث و نتیجه

آمیز ژن آن نشیان ااا بیا گسیتر  کلون شد و بیان موفقییت PTG19-Tمناطق اطراف تهران با موفقیت ار وکتور بیانی 

 توان ار راستای تولید صنعتی ای  آنزیم مهم گام برااشت.ای  رو  می

 کران، کلونباسیلوس ،ناتوکیناز های کلیدی:واژه

 

 
 

https://bjm.ui.ac.ir/article_24666.html


 

 

  1399بهار ، 33 شمار ، نهمسا  ها، شناسی میکروارگانیسمفصلنامه علمی زیست  70

 

 

 .مقدمه

های قلبی و عروقی نخستی  الی  مرگ ار بیماری

ارصد عل   50آیند که به شمار میجامعۀ ایرانی 

 . پیشرفت علم موجب 1شوند )میر را شام  میومرگ

اارویی با استیابی به نس  جدیدی از ااروها و مواا شبه

تولید صنعتی عوارض کمتر و فواید بیشتر شد  است که 

های تری  رو ها از مهموسیلۀ باکتریها بهآنزیم

با کد  (Nattokinase). پروتئی  ناتوکیناز آنهاست

شد  از ، آنزیمی استخراج:EC 3,4,21,62اختصاصی 

است که طی فرایند تخمیر ای   Nattoغ ایی ژاپنی به نام 

شوا؛ برخلاف نام تولید می باسیلوس ناتوغ ا با باکتری 

گرفته  1باسیلوس سوبتیلیسآن که از اسم ژاپنی باکتری 

پروتئازی شد  است، ای  آنزیم کیناز نیست، بلکه سری 

 28از خانوااۀ سوبتیلیسی  است که وزن مولکولی آن 

ها  . مطالعه2آمینواسید است ) 275کیلواالتون و اارای 

اند ای  آنزیم ار رویارویی با خون و لختۀ نشان ااا 

اارای منشأ انسانی، خواص بسیار قوی ضدانعقاای 

اهد که از طریق )فیبرینولیتیک  را بروز می

-کنندۀ پلاسمینوژن پروتئی  مهارگر فعا کران غیرفعا 

1 (1PAI-ها ای ، بررسیبر ؛ علاو 3و  2افتد )  ات اق می

اند ای  آنزیم های حیوانی نشان ااا روی انسان و مد 

ناتوکیناز به  امروز ، ها را اارا.بران بیوفیلمقابلیت ازبی 

های قلبی اشکا  اارویی مختلا برای ارمان بیماری

های قلبی، فشار خون زیاا، ازجمله بیماریعروقی 

کلسترو  زیاا، سکتۀ مغزی، ارا ق سۀ سینه )آنژی  ، 

، آترواسکلروز، هموروئید (DVT)ترومبوز ورید عمقی 

شوا؛ همچنی  است اا  می و بیماری شریانی م یطی

مشخص شد  است ای  آنزیم اارای آرار مثبت ارخور 

یشگیری از توجهی ار ارمان ایابت، ارمان یا پ

های آمیلوئیدی همچون آلزایمر و کاهش بیماری

 . . 5و  4کلسترو  خون است )

 1987اطلاعات بسیار کمی اربارۀ ای  آنزیم تیا سیا  

و همکییاران ار  Sumiآن، ازمنتشییر شیید  بییوا؛ امییا پییس

توانییید عامییی  ای اربیییات کرانییید ناتوکینیییاز میمطالعیییه

تیری  ویژگیی  . مهم6ضدانعقاای ار نظیر گرفتیه شیوا )

ترکیبی سبب شک  مااۀ غیرآنزیم یااشد  ای  است که به

هییای قلبییی روی بیماری ااروییییآرییار مثبییت اندگانییۀ 

شوا که ار بیی  تمیام ااروهیا و میواا گییاهی عروقی می

به فرا است. امروز ، عوارض ااروهیای شییمیایی من صر

های ای  آنزیم نسیبت بیه ضیدانعقااهای معمیو  و برتری

سبب شد  است تولید صنعتی ایی  آنیزیم بیا عنیوان نسی  

هییای کننییدۀ بیماریجدییید ااروهییای پیشییگیری و ارمان

  .8و  7قلبی عروقی مدنظر پژوهشگران قرار گیرا )

Nguyen بیه  2013ای ار سا  و همکاران طی مطالعه

شید  از های جداکران ژن ای  آنیزیم ار باسییلوسکلون

شیید  اارای خییا  ویتنییام پرااختنیید؛ ناتوکینییاز تولید

شید  ارصدی با سیایر ناتوکینازهیای گزار  99شباهت 

لیتیر برگرممیلی 600بوا و مقاایر پروتئی  تولیدی برابر با 

ار  و همکییاران Ni . 9م یییط کشییت گییزار  شییدند )

، ای  آنیزیم را ار بیاکتری 2017مطالعۀ ایگری طی سا  

ای ، بیر ؛ علاو 10تکثیر و تولیید کرانید ) 2اشریشیا کلی

Cui سییازی ژنتیییک منظور بهینهو همکییاران تغییراتییی بییه

 باسییلوس سیوبتیلیسشک  ترش ی ار تولید ای  آنزیم به

ای و همکیاران طیی مطالعیه 3 . م میدی11انجام اااند )

سییلولی آنییزیم بییه تولییید خارج 2018جییامد ار سییا  

ناتوکیناز مقاوم ازنظر شیمیایی و اارای پتانسیی  زییاا ار 

پرااختنیید و اعییلام کرانیید رو  آنهییا اشریشیییا کلییی 

  .12تواند به تولید آنزیم بیشتر منجر شوا )می
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کران و انتقییا  ژن های بییر پایییۀ رو  کلییونمطالعییه

ای طیییو نی ار فراینییید تکثییییر سیییرید و ارزان یشیییینهپ

منظور تولید صنعتی آنها اارند؛ ار های کاربرای بهآنزیم

کران روشیییی بیییرای کلیییون TA-Cloningایییی  بیییی ، 

های م یدواا رر ار است که از آنزیم PCRم صو ت 

هییای معمییو  شییوا و نسییبت بییه رو آن اسییت اا  نمی

 . مطالعیۀ حاضیر 13است )تر تر و ساا کران سریدکلون

کوشد با یافت  آنزیم اارای کارایی بهتیر بیه شناسیایی می

های بیومی اییران مولکولی آنزیم ناتوکینیاز ار باسییلوس

ار  TA-Cloningکران آن بیه رو  بپراازا و بیا کلیون

، گیییامی ار راسیییتای تولیییید اشریشییییا کلیییی بیییاکتری

  صییرفۀ آن و کییاهش وابسییتگی بییه واراات ایییبهمقرون

 آنزیم براارا.

 

 هامواد و روش

هیای منظور جداسیازی باکتریبیهجداسازی باکتری: 

متری خییا  سییانتی 10تییا  5نمونییه از عمییق  60هییدف، 

برااری و بییه منییاطق مختلییا اطییراف شییهر تهییران نمونییه

بیییرای  skim milkآزمایشیییگا  منتقییی  شییید. م ییییط 

گری ریزموجییواات اارای فعالیییت پروتئولیتیییک غربییا 

هیای هیای باسییلوس بیه رو است اا  و شناسایی باکتری

بیر  باسییلوساز اینکه باکتری پسبیوشیمیایی ااامه یافت. 

هیییای هیییای ریییاهری کلنیییی، ویژگیاسیییاس ویژگی

هییای بیوشیییمیایی تأیییید شیید، میکروسییکوپی و آزمون

انجیام  باسیلوسأیید نهایی گونۀ شناسایی مولکولی برای ت

 شد.

هیای اارای منظور تمایز باکتریبهشناسایی مولكولی: 

هیییای مولکیییولی اسیییت اا  شییید. از رو  ناتوکینیییازژن 

 QIAamp)به کمک کیت اختصاصیی  DNAاستخراج 

DNA Mini Kit, Germany) بیه اسیتورعم  توجهو با

از تأیییید کی یییت بییا اسییتگا  سییازند  انجییام شیید. پییس

نانواراپ )اپنیدورف، آلمیان ، آغازگرهیای اختصاصیی 

طراحییی و ار  Gene runnerافییزار بییا نرم ناتوکینییازژن 

بلاست شیدند تیا اختصاصییت آنهیا تأییید  NCBIسایت 

شیید  ار مطالعییۀ حاضییر ار شییوا. آغازگرهییای است اا 

بییرای هییر  PCRشییوند. مقییاایر مییواا اییید  می 1جییدو  

 PCR Master Mix 2xمیکرولیتیر  10واکینش شیام  

(Amplicon, USA) ،1 کییییدام از میکرولیتییییر از هر

 4میکرولیتر، برپیکومییییو  10آغازگرهییییا بییییا غلظییییت 

میکرولیتیر  4نیانوگرم  و  150الگیو ) DNAمیکرولیتر از 

ترتیب زیر  به PCRآب مقطر بوا. مراح  امایی واکنش 

ارجیۀ  95انجام شد: مرحلۀ اناتوراسیون اولییه ار امیای 

ارخییییه شییییام   35اقیقییییه،  5مییییدت گراا بهسییییانتی

رانییه،  30میدت گراا بهارجیۀ سیانتی 95اناتوراسیون ار 

گراا ارجیۀ سییانتی 56مرحلیۀ اتصییا  آغیازگر ار امییای 

ارجییۀ  72رانیییه و مرحلییۀ تکثیییر ار امییای  30مییدت به

ارخیه، مرحلیۀ  35از اقیقیه و پیس 1مدت هگراا بسانتی

 10میدت گراا بهارجیۀ سیانتی 72تکثیر نهایی ار امیای 

ار حضور شیاهد مثبیت و من یی  PCRاقیقه. م صو ت 

از ارصد الکتروفیورز شیدند و پیس 5/1روی ژ  آگارز 

برااری از آنها به کمیک آمیزی با اریتروژ ، عکسرنگ

 استگا  ژ  اا  انجام شد.

 
 شد  ار مطالعۀ حاضرآغازگرهای است اا  -1جدو  

 آغازگر (’to 3 ’5) توالی آغازگر  اندازۀ باند )ج ت باز 

255 
CGGATCCGTGAGAGGCAAAAAGGTG Natto F 

TGAATTCTTAATGTGCTGCTGCTTGTCC Natto R 

970 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16s-F 

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 16s-R 
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 PCR TA-Cloningکیت ناتوکیناز: کردن ژن کلون

تر و مؤررتر کران سریدشرکت سیناژن برای کلون

است اا  شد و م صو  تکثیرشد  طبق  PCRم صو  

-PTG19میکرولیتر وکتور  2استورعم  کیت ار حضور 

T ،1  میکرولیتر آنزیمT4 Ligase ،1  ،5/1میکرولیتر بافر 

میکرولیتر آب مقطر  5/4و  PCRمیکرولیتر م صو  

شد؛ سپس وکتور به  (Ligate)استری  به وکتور منتق  

)انستیتو پاستور  Escherichia coli XL-1 blueمیزبان 

مدت ها بهاز سانتری یوژ باکتریایران  ترانس ورم شد. پس

رویی اور ریخته شد ، م لو  gهزار  10اقیقه به میزان  10

موجوا  Sمیکرولیتر بافر  100و رسوب باکتری همرا  با 

 اوراراقیقه 12000ار اقیقه ار  1مدت ار کیت به

سانتری یوژ و اوبار  با است اا  از پیپت با بافر مخلوط شد. 

میکرولیتر از م لو  حاص  به م لو   100مقدار 

Ligation اقیقه ار یر قرار ااا  شد.  30مدت اضافه و به

ماید همرا  با  LBکشت میکرولیتر از م یط 400مقدار 

 20سیلی  و م لو  یااشد  ار حضور آمپی

 37مدت یک ساعت ار به X-Gal لیترارمیلیگرممیلی

 اوراراقیقه 650سپس ار انکوبه و  گرااارجۀ سانتی

م لو  رویی، رسوب  ریخت از اورسانتری یوژ شد. پس

 48تا  24مدت ماید کشت و به LBباکتری روی پلیت 

کران گراا انکوبه شد. کلونارجۀ سانتی 37ساعت ار 

های س ید )حاوی ژن نوترکیب  گری کلنیژنی با غربا 

  ناموفق و ژن Ligationهای آبی با اتصا  )و کلنی

به یابی غیرنوترکیب تأیید و توالی یااشد  برای توالی

 فرستاا  شد. Bioneerآزمایشگا  

 Real timeبه روش  ناتوکینازتعیین میزان بیان ژن .

PCR:  پیش از بررسی میزان بیان ژن باReal time PCR ،

ساعت  15از باکتری نوترکیب انکوبه شد. پس

به  RNAاستخراج ، (Late log phase)گ اری انکوبه

 ,QIAamp RNA Mini Kit)کمک کیت اختصاصی 

Germany) از به استورعم  آن انجام شد. پستوجهو با

شد  با استگا  نانواراپ، استخراج RNAتأیید کی یت 

با  Reverse AMVبا است اا  از آنزیم  cDNAسنتز 

به کمک کیت اختصاصی میکرولیتربرواحد  25غلظت 

ار  PCRانجام شد. واکنش  (Roche, Germany)آن 

 Genet)از کیت شرکت  میکرولیتر با است اا  20حجم 

bio CAT. NO: Q9210)  ترتیب زیر کرۀ جنوبی به

 Prime Qmaster mix (2x)میکرولیتر از  10انجام شد: 

with Syber green ،5  میکرولیتر ازDepc water ،1 

میکرولیتر از آغازگر  1میکرولیتر از آغازگر رفت، 

میکرولیتر از  2 و Rox dyeمیکرولیتر از  1برگشت، 

cDNA های مدنظر ار استگا  است اا  شد. تکثیر قطعه

Corbet (Corbet, Australia با برنامۀ اناتوراسیون اولیه  

 95اقیقه و تکثیر شام   1مدت گراا بهارجۀ سانتی 95ار 

ارجۀ  59رانیه،  30گراا برای مدت ارجۀ سانتی

گراا ارجۀ سانتی 72رانیه و  40گراا برای مدت سانتی

ارخه انجام شد. ژن خانگی  35رانیه ار  60برای مدت 

 است اا  شد. برای کنتر  ااخلی آزمون بتا اکتی 

های یابی توالینتایج توالی: فیلوژنتیكیرسم درخت 

از بررسی شدند. پس Bio Editافزار آمد  با نرماستبه

آمید ، رشتۀ اسیتهیای بیهاطمینان از ارستی توالی

شدۀ مسیتقیم و یابی  از او رشتۀ توالی3'به  5'واحدی )از

مرتب شد.  DNA Baserفیزار امعکیوس با نیرم

 NCBIشد  ار های ربتهیای حاصی  بیا جدایهتیوالی

 nافیزار طیور جداگانیه با نیرممقایسه شیدند. هیر تیوالی بیه

Blast های حاص  ازار بانیک ژن جسیتجو شید و توالی 

 راییا شدند.هم W Clustal افزاربا نرم بلاست

ها والیکران ترایااز همت لی  فیلوژنتیکی پسوتجزیه

های فیلوژنتیکی انجام شد و ارخت W Clustalافزار با نرم
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منظور ترسیم ترسییم شدند. به MEGA 7بیا برنامۀ 

ای، گونههیستوگرام مربیوط بیه نمیایش فواصی  ارون

از تعیی  فواصی  نوکلئوتییدی نمواار مربوطه پس

 رسم شد.  Excelافزار آمید  بیا نرماسیتبیه

 

 نتایج

 15گری نتیجۀ غربا ارنتایج جداسازی باکتری: 

کلنی  12نمونه خا  ارسالی به آزمایشگا ، ارمجموع 

های گرم مثبت جداسازی و بر اساس مشکو  به باسی 

های شناختی، میکروسکوپی و آزمونهای ریختویژگی

بیوشیمیایی تعیی  هویت شدند. ار مطالعۀ حاضر، 

سیترات، کاتا ز، مون، سیMR-VPهای گرم مثبت، باسی 

TSI آز و های احیای نیترات، ایندو ، اور مثبت و آزمون

ار نظر گرفته شدند و  باسیلوساکسیداز من ی با عنوان 

 برای شناسایی مولکولی انتخاب شدند.
های منظور شناسایی باکتریبه PCRنتیجۀ آزمون 

 ناتوکینازهای برای ژن PCRواکنش دارای ژن هدف: 

 12سویه از  11با آغازگرهای یااشد  انجام شد. تعداا 

بواند )شک   ناتوکینازجداشد  اارای ژن  باسیلوسسویه 

حام   باسیلوس منظور تعیی  هویت مولکولی جنسبه  .1

است اا  شد  16sاز آغازگرهای عمومی ناتوکیناز ژن 

  .2)شک  

 

 
: شمارۀ 12تا  1و  M: ladder, +: Positive Control, -: Negative controlمنظور شناسایی ژن آنزیم ناتوکیناز؛ به PCRنتیجۀ آزمون  -1شک  

 هانمونه

 

 
 باسیلوسمنظور تعیی  هویت مولکولی جنس به 16sبا آغازگرهای عمومی  PCRنتیجۀ آزمون  -2شک  
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از پس :ناتوکینازکردن و بیان ژن نتایج کلون

ار فرایند انتخاب  ناتوکینازکران سویۀ حام  ژن کلون

شد  جداسازی های کلونکلنی )آبی/س ید ، سویه

 ؛ ار ای  حالت، انانچه ژن هدف وارا 3شدند )شک  

شوا و تخریب می Laczوکتور شد  باشد، ژن 

است اا  کند و  X-galتواند از ارنتیجه، باکتری نمی

شوند؛ کشت تشکی  میهای س ید ار م یطکلنی

 DNAهایی با های س ید، باکتریبنابرای  کلنی

 نوترکیب هستند.

هییای از کلنی DNAمنظور تأیییید نتییایج کلییون، بییه

 به باکتری ناتوکیناز هایمشکو  استخراج و وروا ژن

Escherichia coli XL-1 blue  بیا آزمیونPCR  و از

 ؛ 4تأییید شید )شیک   PCRم صیو   یابیتوالیطریق 

بیه شیرکت  ییابیتوالیبیرای  PCRارنهایت، م صیو  

Bioneer   بیییان ژن 5ارسییا  و بلاسییت شیید )شییک . 

 Real time PCRآمیز بییا شییک  موفقیییتیااشیید  به

ار بیاکتری میزبیان  ناتوکینازسنجید  و مشخص شد ژن 

  .6شوا )شک  بیان می

یابی، بررسی از توالیپسنتایج درخت فیلوژنتیكی: 

 Neighbor)جییوار فیلییوژنتیکی بییه رو  پیونیید هم

Joining)  هییایشد و نتایج آن نشیان اااند سویهانجام 

ارصید بیا  40بیییا بییوت اسییترپ  باسیلوس سیوبتیلیس

گیرنید ار یک کیلاا )خوشیییه  قیرار می 4کلستریدیوم

هم کننیدۀ رابطیۀ خویشیاوندی نزاییک آنهیا بیاکه بیان

های ها نشان اااند یکی از باکتری . ااا 7)شک  است 

ار مطالعیۀ  ناتوکینازاارای ژن هدف با بیشتری  بیان ژن 

 شناسایی شد. RH5 باسیلوس سوبتیلیسحاضر، 

 

 
های س ید حاوی ناتوکیناز؛ کلنینتایج کلون ژن آنزیم  -3شک  

 ژن نوترکیب هستند.

 

 
با  PCRوسیلۀ کران بهالکتروفورز برای تأیید کلون -4شک  

 وکتور M13آغازگرهای 
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 ناتوکینازیابی ژن نمونه نتایج توالی -5شک  

 

 
 Real time PCRار باکتری میزبان ار تکرارهای مختلا آزمون  ناتوکینازمن نی بیان ژن  -6شک  

 

 
 16S rDNAشد  بر اساس توالی ژن ارخت فیلوژنتیکی رسم -7شک  
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 بحث

هییای قلبییی عروقییی نخسییتی  علییت مییرگ ار بیماری

رو، ایی آینید؛ ازجوامد پیشرفته و جهان سوم به شیمار می

نسییبت بییه پیشییگیری و ارمییان آنهییا از  ااروییییرویکییرا 

هیای سیازمان طریق ااروهای با عوارض کمتر از اولویت

هیای بیه مزیتتوجه . با15و  14جهانی بهداشیت اسیت )

های ضروری از طرییق عوامی  باکترییایی، تولید پروتئی 

هییای راهبییرای ار صییناید اارویییی و جداسییازی آنزیم

پژوهشیی اانشیمندان طیی های تری  زمینیهغ ایی از مهم

های اخیر است. آنزیم ناتوکینیاز طیی فراینید تخمییر سا 

های شییوا و مطالعییهسییویا ار غیی ایی ژاپنییی تولییید می

انید آریار بسییار میؤرر ضیدانعقاای و مختلا اربات کرا 

از منیییابد  ایییی  آنیییزیم . 16و  10ضیییدبیوفیلمی اارا )

رای ، شوا؛ بنابها استخراج میازجمله باسیلوسم دوای 

نیاز به تکثیر ژن ای  آنزیم ار منابد باکتریایی تولیدکنندۀ 

های مختلییا،  . ار مطالعییه10ای اارا )آن اهمییت ویییژ 

های باسیلوس ساپروفیت موجیوا ار ای  آنزیم از باکتری

 . 17خا  مناطق مختلا جهان جداسازی شید  اسیت )

های آنزیمی و اهمییت ژنتیکیی به تغییرات ویژگیتوجهبا

های بومی از ای  نظر، مطالعۀ حاضیر بیه جداسیازی سویه

های جداشید  از خیا  منیاطق از باسییلوس ناتوکینازژن 

و  Li Minکران آن پرااخییت. اطییراف تهییران و کلییون

و بیان  ناتوکینازکران ژن ای به کلونهمکاران ار مطالعه

پرااختنیید و  Escherichia coli BL21 (DE3)آن ار 

نتیییایج آنهیییا نشیییان ااانییید ژن یااشییید  ار بیییاکتری 

و همکاران نییز طیی  5شوا. قاسمیشد  بیان میترانس ورم

مطالعۀ مشابهی ار ایران، تولید سوبتیلیسی  مشابه بیا سیایر 

های یااشید  از ناتوکینازها را گزار  کراند. ار مطالعیه

و  18کران ژن است اا  شد  است )های سنتی کلونرو 

 . مطالعییۀ حاضییر ار تأیییید امکییان بیییان ژن هییدف ار 19

توانیید می TA-Cloningنشییان ااا رو   اشریشیییا کلییی

ییابی کران ای  ژن باشید. توالیرو  مناسبی برای کلون

 91/99ارصیدی،  100ترتیب مشیابهت ژنوم نوترکیب به

و  NAT ،Eارصدی را با سوبتیلیسیی   78/99ارصدی و 

J های ار مطالعییهاسیییلوس سییوبتیلیس بشیید  از جداسازی

 پیشی  نشان ااا.

Weng   ای ار طیی مطالعیه 2017و همکاران ار سیا

کران و تولید صنعتی ناتوکیناز اربیات کرانید زمینۀ کلون

ای بیرای تولیید کنند کران، رویکرا امیدواررو  کلون

ناتوکینیییاز بیییا خلیییوص زییییاا بیییرای اسیییت اا  از آن ار 

های ضدانعقاای است؛ ای  بررسی، سوا، امنییت و برنامه

  کیه ار راسیتای 20ییز اربیات کیرا )تولید ناتوکینیاز را ن

 پژوهش حاضر است.

 

 گیرینتیجه

باسییلوس از بیاکتری  ناتوکینیازار مطالعۀ حاضر، ژن 

هیای منیاطق اطییراف جداشید  از خا  RH5 سیوبتیلیس

کلون شد و  PTG19-Tتهران با موفقیت ار وکتور بیانی 

تیوان گیام بیان ژن آن نشان ااا با گستر  ایی  رو  می

 استای تولید صنعتی ای  آنزیم مهم برااشت.مهمی ار ر
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