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 ه چكيد
هـاي   هستند و در آزمايـشگاه     مولكوليهاي بسيار مهم در مطالعات ژنتيك       از آنزيم  Pfu و   Taq يDNAهاي پليمر كننده    آنزيم
هـاي   جهـت آزمايـشگاه    يـاد شـده   هـاي   اين تحقيق به منظور تـامين آنـزيم       . گيرندحجم زيادي مورد استفاده قرار مي       در مولكولي

هاي توليد كننده   ابتدا پلاسميدهاي حامل ژن   . ها از بقاياي باكتري انجام گرديد     پرمصرف و يك روش ساده خالص كردن اين آنزيم        
 2x SOBكـشت   هاي تراريخته بر روي محيطباكتري.  شد منتقلE. coli از باكتري يد به طور جداگانه به نژاPfuو  Taq هايآنزيم

كـه   هاي مورد نظر با روش خاصـي       آنزيم توليد گرديد، آنزيم    بعد درجه سانتيگراد كشت شده و       37 ساعت در دماي     5/4به مدت   
ي و تعيين ميزان پركننده مورد نياز جهت        يرآ به منظور آزمون كا    .خالص سازي گرديدند  در تحقيق حاضر ارائه گرديده استخراج و        

توليـد شـده در     هـاي   آنزيمكارآئي و خلوص     .استفاده گرديد  Bradfordآميزي   رساندن غلظت آنزيم به سطح مطلوب از ماده رنگ        
 مورد  PCR  ژنوم گياه آرابيدوپسيس اكوتيپ كلمبيا توسط      DNAاي از   تكثير قطعه  مقايسه با آنزيم تجاري موجود در آزمايشگاه در       

بـا خلـوص بـالا       Pfuو   Taqهاي بنابراين روش ارائه شده در اين تحقيق براي توليد آزمايشگاهي و محلي آنزيم            . ييد قرار گرفت  أت
 .گرددتوصيه مي

 
 .، انتقال ژن، تخليص آنزيمPfu، آنزيم Taqآنزيم  :كليديهاي واژه

 
 مقدمه 

مـا  آنزيمي مقاوم به گر    Taq يDNAآنزيم پليمر كننده    
 و واكـنش    DNAاي خـاص از     ست كه جهت تكثير قطعه    

عمـل واكـنش    . شـود  استفاده مي  (PCR)اي پليمراز   زنجيره
اي پليمراز كاربردهاي زيادي دارد از جمله بررسـي         زنجيره

حضور يا عدم حضور يك ژن بخصوص در ژنوم موجـود           
مورد نظر، آزمون تعيين والدين، تشخيص نقائص ژنتيكـي         

-ي گونـه DNAكردن ژن، تجزيه و تحليل      يا بيماري، كلن    

اين آنـزيم ابتـدا از     . ها كاربرد ديگر  و ده  هاي منقرض شده  
گـرم   هـاي آب كه در چشمه Thermus aquaticusباكتري 

بـه همـين دليـل نـام آن از          . كند اسـتخراج شـد    زندگي مي 
 گرفتـه شـد     يـاد شـده   مخفف نام جنس و گونـه بـاكتري         

)Thermus aquaticus = Taq .(آنزيم به عنوان يكـي  اين 
هايي كه دمـاي بـالاي واسرشـت كـردن در           از اولين آنزيم  

نيمه عمـر ايـن     . كند شناخته شد   را تحمل مي   PCRفرايند  
 . باشد دقيقه مي40 درجه سانتيگراد 95آنزيم در دماي 

ست كـه فاقـد      ا  اين Taqيكي از ويژگيهاي منفي آنزيم      
همين دليـل  است و به ) proof reading(مكانيسم تصحيح 

ممكن است صحت كامـل در تكـرار واكنـشها را نداشـته             
 كه بـه صـورت تجـاري بـه فـروش            Taqهاي  آنزيم. باشد
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 نوكلئوتيـد   10000يك در   حدود  ي  يد احتمال خطا  نرس مي
مطالعـات متعـددي در خـصوص ميـزان خطـاي            .را دارند 
هاي پليمر كننده مقاوم به دمـاي بـالا انجـام شـده و              آنزيم

 بـه   6/1 * 10 -6تـا    1/2 * 10 -4طـا را بـين      ميزان اين خ  
 انـد ازاي هر نوكلئوتيد در هر مرحله از تكثير برآورد نموده         

)Barnes, 1992; Cariello et al., 1991; Cha &Thilly, 

1993; Eckert & Kunkel, 1990;( . اين آنزيم يك زنجيره
 30 درجـه تقريبـا در     72 را در دمـاي      DNAيك كيلوبازي   

 .كند ميثانيه تكثير
كـه هـم     Pfu آنزيم ديگري به نام آنـزيم پليمـر كننـده         

اسـت و هـم قابليـت        Taqتـر از    نسبت به دماي بالا مقاوم    
 و احتمال كمتـري در ايجـاد خطاهـاي          تصحيح كردن دارد  

ايـن آنـزيم در تكثيـر        . معرفي شده است   نوكلئوتيدي دارد 
DNA       اغلب بـه    گيرد كه به منظور تعيين توالي صورت مي
 Taqصحت عمل آنـزيم     . شود استفاده مي  Taq آنزيمجاي  
سازي اين آنـزيم     توان با تغييراتي در روشهاي خالص     را مي 

يكــي از روشــهاي مناســبي كــه جهــت     . افــزايش داد
سازي اين آنزيم ارائه شده روشي است كـه توسـط            خالص

Lawyer    ارائه شده است و هنوز پـس      ) 1993( و همكاران
هاي مختلف جهت توليد آنـزيم      از سالها توسط آزمايشگاه   

 .شودهاي پر مصرف استفاده ميدر آزمايشگاه
 خـالص   Taqدر آنـزيم    حضور مـواد وراثتـي بـاكتري        

سازي شده يكي از موانع بازدارنده در استفاده از اين آنزيم           
ســازي آن از  اســت و انتخــاب روش مناســب در خــالص

گونـه   چرا كه حضور ايـن    . اهميت زيادي برخوردار است   
 هدف در تكثير مـورد      DNAعنوان   تواند به مي اد وراثتي مو

هـايي بـا طيـف      ر زماني كه آغازگ   ويژه   به .استفاده قرارگيرد 
ــه ــيع ب ــاي    وس ــا تواليه ــواني ب ــه همخ ــوند ك ــاربرده ش ك

نوكلئوتيدي هدف داشته باشند، زماني كـه ايـن آغازگرهـا           

احتمال تكثيـر    باشند، نوكلئوتيد   كوتاه و داراي تعداد كمي    
گونـه   حضور ايـن  . يابد وراثتي غير هدف افزايش مي     مواد

 كه موجب كاهش دقـت عمـل        Taqمواد وراثتي در آنزيم     
ن بـه اثبـات     اگردد توسط تعداد زيـادي از محقق ـ      آنزيم مي 

 ,.Hughes et al., 1994; Maiwald et al (رسـيده اسـت   

 PCRگونـه مـوارد از نتـايج         حذف ايـن   ،در نتيجه . )1994
هاي متعددي  روش،  از اين رو  . يي است داراي اهميت بسزا  

 هـا پيـشنهاد شـده اسـت       گونـه ناخالـصي   براي حذف اين  
)Carroll et al., 1999; Li et al., 1999; Meier et al., 

1993; Rand & Houck, 1990; Sarka & Sommer 
1993 .( 

 و بهينه   Pfu و   Taqهاي  توليد آنزيم اين آزمايش جهت    
 ـ كردن روش توليد آزمايشگاهي    مين محلـي  أ آن به منظور ت

هـاي پرمـصرف و      جهت آزمايـشگاه    و بدون ارزبري   آنزيم
نيز خالص كردن آنزيم توليـدي از بقايـاي بـاكتري انجـام             

 .گرديد
 

 مواد و روشها 
 سوش باكتري

جهت انتقال  P-magic به نام E. coliاز باكتري سوشي 
 قـرار   اسـتفاده مـورد  Pfu و  Taqهـاي    پلاسميد حامـل ژن   

  .گرفت
 هاي كشت و بافرهاي مورد استفادهمحيط

I -2  محيطx SOB) Ausubel et al., 1999( 
 .گانه زير فراهم گرديد ابتدا اجزاء سه

 (Tryptone %4) درصد 4 تريپتون – 1
 (Yeast Extract %2) درصد 2 عصاره مخمر – 2

3 – NaCl يك درصد 
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 ،2x-SOB كـشت  ليتر محـيط   ميلي 250 جهت تهيه    بعد
 NaCl گـرم    5/2 گرم عصاره مخمـر دو درصـد بـا           5ابتدا  

بـه آنهـا   فاقد يـون    ب مقطر   آليتر   ميلي 240مخلوط شده و    
 اتـوكلاو   سازي  سترون مخلوط حاصل جهت  . اضافه گرديد 

هـاي  بيوتيـك ، آنتـي  كـشت   محـيط پس از سرد شـدن      . شد
 ميكروگـرم بـه ازاي      50سيلين به مقدار    كانامايسين و آمپي  

  . به آن اضافه گرديدكشت محيطليتر هر ميلي
II -  1بافرx Lysis  

 :به نحوه زير عمل گرديد 1x Lysisتهيه بافر به منظور 
مولار گلـوكز    ميلي 50ليتر محلول   بيست ميلي تهيه   - 1

 فاقـد   مقطـر  ليتر آب  ميلي 20گرم گلوگز در     ميلي 16/180(
  ). شدهيون

ميكروليتــر 200( مــولار،ده ميلــي Tris-HClتهيــه  – 2
Tris-HCl5/7  با pH = ( . 

 ـ   يك ميلي  EDTA تهيه   - 3 چهـل  ( ،pH  =8 امـولار ب
 .)pH = 8 با مولار نيم EDTAميكروليتر 

با هم مخلوط شد تا بـافر مـورد نظـر             محلول فوق  سه
 .آماده استفاده گردد

III -  بافر متعادل كننده يا(10x Flow-Thru): 
 100)مـولار   ميلـي 100 جهت تهيه تريس استات – 1

mM Tris-Acetate)،   ــدار ــي1/121مق ــريس  ميل ــرم ت گ
 .استات توزين شد

 مـولار،   5/1 (KOAc) جهت تهيه اسـتات پتاسـيم      – 2
 . گرم استات پتاسيم توزين شد472/1 مقدار
 200  دو درصـد، مقـدار     Tween-20 جهت توليـد     – 3

 .  آماده شدTween-20 ميكروليتر
  دو درصـد، مقـدار     NP-40در نهايت جهـت تهيـه       – 4
 . آماده شدNP-40 ميكروليتر 200

و پـس     مخلوط شـده    فاقد يون  موارد فوق با آب مقطر    
ن بـا اسـيد     آ pH ،ليتـر  ميلـي  10از رساندن حجم محلول به    

 . تعديل گرديد 5/7روي  استيك
 E. coli به Taq انتقال پلاسميد حامل ژن

هاي كشت و نيز انتقال پلاسـميد بـه         جهت تهيه محيط  
  همكـاران   و Ausubelهادي توسـط    روش پيـشن  از  باكتري  

در همـه مراحـل كـشت و تكثيـر          . استفاده گرديد  )1999(
-بـــاكتري حامـــل پلاســـميد مـــورد نظـــر از دو آنتـــي 

سيلين جهت انتخاب باكتريهـاي     كانامايسين و آمپي   بيوتيك
 . تراريخت و پلاسميد مورد نظر استفاده گرديد

سوش باكتري حامل ژن توليدكننده آنزيم مـورد نظـر،          
- حـاوي آنتـي    2x-SOB كـشت   محـيط ليتـر    ميلـي  250به  

و   شد  تلقيح سيلينهاي گزينشي كانامايسين و آمپي    بيوتيك
گــراد   درجــه ســانتي37در دمــاي  ســاعت 5/4بــه مــدت 

ــد ــداري گرديـ ــيط. نگهـ ــتگاه كـــشت محـ  توســـط دسـ
 نيم چك گرديد و در صورت       ODاسپكتروفتومتري جهت   

محـيط اضـافه     به   IPTGگرم   ميلي 3/31حصول اين عدد،    
گـراد    درجه سانتي  29 ساعت در دماي     12شده و به مدت     
 .نگهداري گرديد

 هاسازي آنزيم استخراج و خالص
 ـ          ، IPTGثير  أ پس از سپري شدن مدت زمـان لازم در ت

 دور  5000  سـرعت  هاي باكتري توسط سانتريفوژ با    سلول
-اين سلول .  دقيقه رسوب گرديدند   10در دقيقه و به مدت      

 شـناور شـدند و ابتـدا بـه          Lysisليتـر بـافر     يلي م 10ها در   
- سونيكيشن ديواره سلولي باكتري بعدوسيله فرنچ پرس و

 مخلوط حاصـل بـه مـدت يـك          ،در ادامه . ها شكسته شد  
 بعـد گراد نگهداري شد و       درجه سانتي  75ساعت در دماي    

ــا   ــه ب ــدت ده دقيق ــه م ــرعت  ب ــه 10000س   دور در دقيق
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لوله سانتريفوژ جـدا      محلول ني لايه فوقا  .سانتريفوژ گرديد 
  آن بـه 10x Flow-Thruليتـر بـافر    ميلي1/1شده و مقدار 

اضافه گرديد و مخلوط حاصل تـا مرحلـه بعـد روي يـخ              
 . نگهداري گرديد

ليتــر  ميلــي10بــه منظــور تهيــه ســتون تــصفيه آنــزيم، 
DEAE-Sepharose           به ستوني كه قبلا بـه فيلتـري مجهـز
امه كار جهت ايجاد تعادل و نيـز        در اد . شده بود بار گرديد   

بـه   1x Flow-Thruليتـر بـافر    ميلـي 25سـتون،   pH تنظيم
 بـه   ،آرامي و از طريق ديواره ستون به مجموعه اضافه شـد          

نحوي كه مواد بار شـده قبلـي بـه هـم نخـورد و مـتلاطم                 
بـه    ستون، مخلوط آنزيم   پس از گذشتن اين بافر از      .نگردد

ز همان لحظه، خروجي ستون  آرامي به ستون بار گرديد و ا      
  از پـس . آوري گرديـد   ليتـري جمـع   هاي يك ميلـي   در لوله 

تر ديگـر   لي ميلي 10گذشتن آخرين قطرات آنزيم از ستون،       
به آرامي بـه سـتون اضـافه شـد و      1x Flow-Thru از بافر

-عتـري جم ـ  ليهاي يك ميلـي   خروجي آن از ستون در لوله     
وري شـده   آهـاي حـاوي آنـزيم جمـع       لولـه . آوري گرديد 

 . گذاري شدند شماره ،آوريترتيب جمع به
 اه مقايسه كارايي آنزيم

ي و تعيين ميـزان پركننـده مـورد       يبه منظور آزمون كارآ   
نياز جهت رساندن غلظت آنزيم به سطح مطلـوب از مـاده            

اين ماده متناسب بـا     .  استفاده گرديد  Bradfordآميزي   رنگ
ــي   ــگ م ــوط رن ــزيم موجــود در مخل ــزان آن ــرد مي دو  .گي

- ميكروليتـر مـاده رنـگ   20ميكروليتر از هر لوله آنزيم بـه     

خاكستري آميزي اضافه گرديد و رنگ حاصل كه طيفي از          
اي كه بـا آنـزيم بـا        تا آبي بسيار پر رنگ بود با رنگ نمونه        

از برخي  . غلظت شناخته شده تهيه شده بود مقايسه گرديد       
حـذف  ) ييهـاي ابتـدايي و انتهـا      خروجي(هاي آنزيم   لوله

 . گرديده و مابقي با يكديگر مخلوط گرديدند

جهت تكميل ارزيابي، آنزيم حاصل با اسـتفاده از يـك           
آرابيدوپـسيس، اكوتيـپ كلمبيـا و پرايمـر           ي DNAنمونه  

 بـه   DNAقطعـاتي از    رفـت    كه انتظار مـي    ايشناخته شده 
هاي متفاوتي از    جفت باز را تكثير كند با غلظت       500طول  

موجـود در آزمايـشگاه در        تجاري  نيز آنزيم  آنزيم جديد و  
. آزمون گرديـد    بود DNAاي از شاهد كه بدون      كنار نمونه 

 تعيين گرديد و متناسب بـا آن گليـسرول           مورد نظر  غلظت
حجم آنزيم توليـد    % 50چيزي حدود   (به آنزيم اضافه شد     

در طي اين مدت آنزيم حاصل روي يـخ نگهـداري           ). شده
ت كه آنزيم خالص نبايد در فريزر       ذكر اس تلازم به   . گرديد

- در غير اين صورت يخ زده و از بين مـي           ،نگهداري شود 

مخلوط شدن آن با گليسرول ضـمن تنظـيم غلظـت،           . رود
اين اعمال براي هر آنزيم سه      . شودزدگي نيز مي  مانع از يخ  

بار تكرار گرديد تا ضمن اطمينان از حصول نتيجـه واحـد            
ها، بـه ميـزان   تحصال آنزيمدر انجام مكرر اين روش در اس     

هاي حاصل در اجـراي      از آنزيم  .كافي نيز آنزيم توليد شود    
ــددي  ــشهاي متع  ,Mirzaie-Nodoushan, 2004 (آزماي

 استفاده شد و نتايج     RGL2ژن    از جمله كلن كردن    )2007
 . حاصل گرديديبخشرضايت

 
 بحث  ونتايج

 ـ هـا كننده آنزيم براي انتقال پلاسميد حامل ژن توليد      ه  ب
 استفاده  مذكور باكتريP-magic سوش از E. coliباكتري 
بيوتيـك كانامايـسين و      به دليل استفاده از دو آنتـي       .گرديد
سيلين كه جهت انتخـاب باكتريهـاي واجـد پلاسـميد          آمپي

هـاي مناسـبي از     ، كلنـي  كار گرفته شده بودنـد      به مورد نظر 
 با  هاي تراريخته ايجاد شد و در ادامه چندين ظرف        باكتري
هــاي تراريختــه بــر روي هــاي متفــاوتي از بــاكتريتــراكم
هاي مورد نظر بدسـت     بيوتيك  حاوي آنتي  LB كشت  محيط
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 با جدا كردن آنزيم از ساير بقايـاي بـاكتري و اضـافه              .آمد
- ميلـي 15به مخلوط، حدود  10x Flow-Thruكردن بافر 

 سـتون  بـا اسـتفاده از   ليتر آنزيم ناخالص حاصل گرديد كه    
ايـن عمـل بـا      . گرديـد خالص   DEAE-Sepharose حامل

 1x موفقيت انجـام شـد و در مجمـوع بـا گذرانـدن بـافر      

Flow-Thru جهــت استحــصال آخــرين بقايــاي آنــزيم از 
در . ليتري آنزيم حاصـل گرديـد      ظرف يك ميلي   18ستون،  

 Bradfordآميزي   آزمون آنزيمهاي حاصل توسط ماده رنگ     
خيص داده شـده و      نامناسب تـش   18و   2،  1ظروف شماره   
آنزيم از اين آزمون    ليتر   ميلي 15در نهايت   . حذف گرديدند 

با به غلظت رساندن اين مقـدار آنـزيم در نهايـت            . گذشت
 . حاصل شدTaq پليمراز DNAليتر آنزيم تازه ميلي30

 DNAدر ارزيابي تكميلي آنزيم حاصل بـا اسـتفاده از       
 موجـود در    و در كنار آنزيم تجـاري      و پرايمر شناخته شده   
 جفت باز توليـد     500 به طول    DNAآزمايشگاه قطعاتي از    

با اين تفاوت كه توان توليد آنزيم جديـد بـه مراتـب             . شد

. بيش از آنزيم تجاري و قديمي موجود در آزمايشگاه بـود          
شدت و وضوح باندهاي ايجاد شده توسط آنزيم جديد در      

ن در نمونـه بـدو    . باشـد  شاهد اين مدعا مي    1شكل شماره   
DNA    توليد آنزيم    . نيز باندي تشكيل نگرديدPfu   ـ   ه نيـز ب

 Pfuدر توليـد آنـزيم   . همين ترتيب و با موفقيت انجام شد    
  آنـزيم  ليتـر  ميلـي  25نيز در هر دور توليد به طور متوسـط          

هاي لازم حاكي از صحت و دقت        كه آزمون  حاصل گرديد 
 . لازم در انجام كار بود

 و  Taq هـاي د آنـزيم  با توجه به اهميت و سطح كـاربر       
Pfu    روش مـورد    ،لكـولي وشناسـي م  در مطالعات زيـست 

ها روشي كاربردي و مقرون بـه       استفاده در توليد اين آنزيم    
هـا در    سهولت توليـد آنـزيم     ،علاوه بر اين  . باشدصرفه مي 
كار رفته و نيـز صـحت و دقـت عمـل آنزيمهـاي               روش به 

هـا بـه    اهآنها را در سطح آزمايـشگ     محلي  توليد شده توليد    
 .كندخوبي توجيه مي

 

 
 جفت بازي توسط آنزيم توليد شده در اين بررسي و آنزيم تجاري 500 مقايسه شدت باندهاي توليد شده - 1شكل

Taq موجود در آزمايشگاه با و بدون نمونه DNA  
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 سپاسگزاري
ن محتـرم موسـسه تحقيقـات        بدين وسـيله از مـسئولا     

راتع كشور كه امكان اجراي اين پـروژه را در          ها و م  جنگل
همچنـين از   . شـود  مـي  دانياختيار اينجانب قرار دادند قدر    

 كه ضمن   )استاد دانشگاه تورونتو از كانادا     (پروفسور كاتلر 
 مورد  دريغ، سخاوتمندانه امكانات  راهنمايي و همكاري بي   

 .نهايت سپاسگزارمنياز اين تحقيق را فراهم نمودند بي
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Abstract 

Taq and Pfu DNA polymerases are two important enzymes in molecular biology studies. 
They are widely used in all molecular biology laboratories. Simple method of production and 
purification of the two enzymes is reported here to locally supply laboratories with high 
consumption level. Plasmids containing the Taq and Pfu genes were separately transformed to 
an E. coli strain. The transformed bacteria were grown on liquid 2x SOB culture medium for 4.5 
hours. Bacterial cultures were induced to produce the enzymes. Extraction and purification of 
the enzymes was conducted as presented in this study. Bradford assay was used to determine the 
enzyme concentration. The activity and efficiency of Taq and Pfu enzymes produced here were 
compared to a commercial enzyme by amplifying a known genomic fragment of Arabidopsis 
thaliana ecotype Colombia. Therefore, the enzyme production method adopted in this study was 
efficient in producing high purity Taq and Pfu.  

 
Keywords: Taq enzyme, Pfu enzyme, DNA polymerase, Gene transformation, Enzyme 
purification. 

 


