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Abstract 

Objective 

Proteases are among the most important industrial enzymes. Microbial proteases, especially from 

Bacillus sp., are most widely exploited industrially. The aim of this study was isolation, cloning, 

sequencing, expression, and bioinformatics study of yyxA serine protease gene extracted from 

Bacillus licheniformis. 

 

Materials and methods 

In this study, after extraction of bacterial DNA, the yyxA serine protease gene was isolated from 

Bacillus licheniformis using the polymerase chain reaction technique and cloned into the pTG19-

T vector. The molecular structure, its biochemical and phylogenetic properties were investigated. 

The three-dimensional structure of the cloned enzyme was predicted using the I-TASSER, 

PHYRE2, RAPTORX, and Modeller tools. Confirmation of yyxA gene expression was performed 

by SDS-PAGE and dot blot analysis. 

 

Results 

Cloning was confirmed by sequencing. Based on the results of phylogenetic studies, the obtained 

protein sequence showed high similarity to the sequences of other Bacillus species, such as B. 

subtilis, B. gobiensis, and B. pumilus. After evaluating the drawn models, it was found that the 

models provided by PHYRE2 and I-TASSER software were desirable ones for predicting the 
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three-dimensional structure of this protease. Recombinant protein production was successfully 

induced by IPTG induction in the host containing the plasmid pET28a-yyxA. Optimization of 

recombinant protein production was investigated. The highest expression values were obtained at 

37 ° C for 4 hours with one mM IPTG. 

 

Conclusions 

The nucleotide sequence of the yyxA gene is 1212 nucleotides long, encoding a protein with 403 

amino acids. Studies have shown that the enzyme encoded by this gene is in the category of stable 

enzyme and will be expressed in solution in Escherichia coli. These advantages make the enzyme 

as a suitable candidate for use in industry.  

Keywords: Bacillus licheniformis, Expression recombinant protein, Molecular cloning, 

Modeling protein, serine protease.  
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 Bacillus یاستخراج شده از باکتر yyxAپروتئاز  نیژن سر انیو ب سازیهمسانه ،یجداساز

licheniformis یدر باکتر Escherichia coli 
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  چکیده

 هاییاز باکتر یمصارف صنعت یبرا هامیآنز نیا دیتول ی. معمولاً براشوندیمحسوب م یصنعت هایمیآنز نتریپروتئازها از مهم هدف:

 یکیوانفورماتیب یو بررس انیب ،یتوال نییتع ،سازیهمسانه ،یپژوهش جداساز نی. هدف از اشودیاستفاده م لوسیمتعلق به جنس باس

 بود. سفورمییکنیل لوسیباس یشده از باکتر تخراجاس yyxAپروتئاز  نیژن سر

 Bacillus یاز باکتر yyxAپروتئاز با نام  نیژن سر ،ییایباکتر DNAمطالعه، پس از استخراج  نیدر ا :هاروشمواد و 

licheniformis و در ناقل  یجداساز مرازیپل ایرهیواکنش زنج کیبا استفاده از تکنpTG19-T  و سپس ناقلpET28a 

 میآنز یقرار گرفت. ساختار سه بعد یآن مورد بررس یکیلوژنتیو ف ییایمیوشیب هاییژگیو ،یشدند و ساختار مولکول سازیهمسانه

ژن  انیب دییشد. تأ ینبیشیپ Modellerو  PHYRE2 ،I-TASSER ،RAPTORX یشده با استفاده از ابزارها سازیهمسانه

yyxA زیتوسط آنال SDS-PAGE انجام شد. نگیو دات بلات 

 دیپلاسم یحاو زبانیبه م IPTGبا القاء  بینوترک نیپروتئ دیشد. تول دییتأ یابییتوال لهیبه وس سازیهمسانه یدرست :نتایج

pET28a-yyxA یدر دما انیب ریمقاد نیشتریقرار گرفت. ب یمورد بررس بینوترک نیپروتئ دیتول سازینهیانجام شد. به تیبا موفق 

 یتوال ،یکیلوژنتیف هاییحاصل از بررس جیدست آمد. نتابه مولاریلیم کی IPTG باساعت و  4زمان  یو ط وسیدرجه سلس 37

 B. pumilusو  B. subtilis ،B. gobiensis لیاز قب هالوسیباس ریسا هاییرا با توال یادیبه دست آمده شباهت ز ینیپروتئ
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 I-TASSERو  PHYRE2 افزارتوسط نرم شدهکه مدل ارائه  دیشده مشخص گرد میترس هایمدل یابینشان دادند. پس از ارز

 پروتئاز هستند. نیا یساختار سه بعد ینبیشیپ یبرا یمطلوب هایمدل

 های. بررسکندیرا رمز م دینواسیآم 403با  ینیبوده که پروتئ دینوکلئوت 1212به طول  yyxAژن  یدینوکلئوت یتوال گیری:نتیجه

 انیبه صورت محلول ب یاکلایشیاشر یقرار گرفته و در باکتر داریپا یاهمیژن در دسته آنز نیکد شونده توسط ا مینشان داد که آنز

 استفاده در صنعت در نظر گرفته شوند. یمناسب برا نهیمذکور به عنوان گز میکه آنز شودیموجب م ایمزا نیخواهد شد که ا

 یمولکول سازیهمسانه، نیپروتئ سازیمدل ،پروتئاز نی، سربینوترک نیپروتئ انیب ،سیفورم یکنیل لوسیباس: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

 

استخراج شده از  yyxAپروتئاز  نیژن سر انیو ب یسازهمسانه ،یجداساز (1400)رامین  حسینی،  زهرای جشوقان ییآقا استناد:

 .35-54 ،(4)13 مجله بیوتکنولوژی کشاورزی .Escherichia coli یدر باکتر Bacillus licheniformis یباکتر
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 مقدمه

های درصد از فروش آنزیم 60های میکروبی کاربردهای فراوانی در صنایع مختلف دارند و در این میان پروتئازها امروزه آنزیم

ها در تولید مواد شوینده، مواد (. از این آنزیمGupta et al 2002; Nascimento et al. 2004اند )دنیا را به خود اختصاص داده

(. همچنین مطالعاتی در رابطه Pastor et al. 2001شود )غذایی، کالاهای چرمی، تیمار و تجزیه فاضلاب و منسوجات استفاده می

 ;Siddiqui et al. 2005ها انجام شده است )چبا تأثیر پروتئازها بر روی آفات متعدد محصولات کشاورزی از جمله نماتدها و قار

Ward et al. 2012; Guleria et al. 2016 پروتئازها به طور گسترده در صنعت داروسازی برای تهیه مواد دارویی نظیر .)

ها برای آنزیمچنین این شوند. همها و تولید ترکیبات الیگوپپتیدی مختلف با اهداف دارویی استفاده میپمادهایی برای بهبود زخم

های دستگاه گوارش، برداشت و حذف پوست مرده در بیماران دارای سوختگی نیز کاربرد دارند. دو سوم از پروتئازهای برداشتن انگل

 (.Gupta et al. 2002گیرند )تولیدی، در صنایع شوینده مورد استفاده قرار می

 pHهای فلزی، فعالیت در طیف وسیعی از حرارتی، عدم وابستگی به یونپروتئازهایی که از خصوصیات مطلوبی مانند پایداری 

 Manachiniتوانند در صنایع مربوطه مورد استفاده قرار گیرند )های آلی برخوردار باشند؛ میها و حلالو پایداری در برابر سورفکتانت

and Fortina 1998 های جدید و جداسازی و خالص نمودن تن ریزسازواره(. نیاز صنایع به چنین پروتئازهایی، جستجو را برای یاف
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در میان پروتئازهای میکروبی که شامل انواع باکتریایی، قارچی و ویروسی  پروتئازهای جدید در سراسر دنیا افزایش داده است.

 Bacillus licheniformisجایی که باکتری از آناند و باشند؛ پروتئازهای باکتریایی از لحاظ صنعتی بیشتر مورد توجه قرار گرفتهمی

های متعدد طبیعی و نوترکیب مورد استفاده قرار گرفته است ترشح پروتئین دارد؛ برای تولید آنزیمتوانایی و ظرفیت بالایی برای 

(Borgmeier et al. 2012; Wiegand et al. 2013.) عات و میلادی مطال 80 جایی که از اواخر دههعلاوه بر این از آن

ترین فرایندهای ژنتیکی هستند های مولکولی در زمره مهمهای به عمل آمده روشن نمود که مکانیسمبررسی

(Mohammadabadi and Tohidinejad 2017و بیان تمامی ژن )ها چه دهد و برخی از ژنها در آن واحد در سلول رخ نمی

 ;Tohidi nezhad et al. 2015مانند )مراحل نمو و شرایط رشدی خاموش میها در برخی از ها و چه در یوکاریوتدر پروکایوت

Mohammadabadi et al. 2018; Ahsani et al. 2019a; Ahsani et al. 2019b Mohammadabadi 2020; 

Mohammadabadi 2021ها در شرایط مختلف مورد بررسی و پیمایش نیز قرار گیرد( لازم است که بیان ژن (Jafari 

Darehdor et al. 2016) . 

قلیایی فعال بوده و محدوده وسیعی از مواد را به عنوان  pHدر میان پروتئازها، کاربرد سرین پروتئازها به دلیل این که در 

(. از این رو، مطالعات بسیار زیادی در Rani et al. 2012باشد )دهند؛ بیش از سایر پروتئازها میماده مورد استفاده قرار میپیش

های باسیلوس مانند ( و سرین پروتئازهای قلیایی توسط بسیاری از گونهÇalık et al. 2001ها صورت گرفته است )مورد این آنزیم

B. licheniformis  وB. pumilus گیرند )ای مورد استفاده قرار میتولید شده و در صنایع غذایی و شوینده به طور عمدهWard 

and Fogarty 1983ها مربوط به بسیاری از پروتئازهای جنس باسیلوس شناسایی شده و ژن مرتبط با آن (. خصوصیات

 Kaur et al. 2012; Hadjidj et al. 2018; Yao et al. 2018; Suberu etیابی گردیده است )سازی و توالیهمسانه

al. 2019; Bhatt et al. 2020 در پژوهشی .)Joshi et al. (2013)  سازی ژن آلکالین پروتئاز متعلق به همسانهپس ازB. 

lehensis  در ناقلpGM-Tبیان این ژن را در ناقل بیانی مورد مطالعه قرار داده ،( اندJoshi et al. 2013). ای چنین در مطالعههم

دارای  بیان شده است، Escherichia coliکه در باکتری  B. subtilisدیگر مشخص گردیده است که ژن پروتئاز متعلق به 

ای . در مطالعه(Suberu et al. 2019بوده و به عنوان گزینه مناسب برای استفاده در صنعت مطرح است ) pHپایداری حرارتی و 

مشخص گردید که گرچه جرم مولکولی پروتئین نوترکیب  B. licheniformisمتعلق به  eprسازی و بیان ژن دیگر پس از همسانه

 Ageitos etکیلودالتون است اما این پروتئین فرم فعال آنزیم نبوده و نیازمند یک هضم آنزیمی برای فعال شدن است ) 55تولیدی 

al. 2013ها در باکتری سازی و بیان پروتئازهای متعلق به باسیلوسعلاوه بر همسانهچنین (. همE. coli مطالعاتی در زمینه ،

پس از بیان  .Tekin et alنیز صورت گرفته است که به عنوان نمونه  B. subtilisها در باکتری سازی و بیان این ژنهمسانه

و مشاهده خصوصیات  B. subtilis WB800درون باکتری  B. halodurans C-125هترولوگ ژن آلکالین سرین پروتئاز 

(. در پژوهشی Tekin et al. 2020اند که از این پروتئین در صنایع استفاده گردد )مطلوب پروتئین نوترکیب تولیدی پیشنهاد کرده

درصد تولید  65، افزایش B. subtilis WB600در باکتری  B. licheniformisسازی ژن آلکالین پروتئاز دیگر، پس از همسانه



   (1400 زمستان، 4، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

40 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

(. در یک بررسی محققان با انتقال ژن آلکالین Tang et al. 2004رکیب نسبت به سویه اصلی گزارش شده است )پروتئین نوت

 Van derاند )درصدی نسبت به سویه وحشی را گزارش کرده 50افزایش بیان  ،B. subtilisبه  B. alcalophilusپروتئاز از 

Laan et al. 1991( در پژوهشی .)2003 )Çalik et al. یز با انتقال ژن آلکالین پروتئاز از نB. licheniformis  بهB. 

licheniformis موفق به بیش بیان این ژن در این باکتری شده( اندÇalik et al. 2003 با وجود مطالعات گسترده صورت .)

صورت  B. licheniformisمتعلق به باکتری  yyxAای روی ژن هیچ گونه مطالعه B. licheniformisگرفته روی پروتئازهای 

 نگرفته است.

 یژن برا یاز توال یآگاه نیدارد؛ بنابرا یمیها رابطه مستقبا ساختار و عملکرد آن هامیرمزکننده آنز هایژن یکه توال ییآنجا از

آن  سازینهیو به میآنز دیبالا بردن تول جهیو در نت هازبانیم ریدر سا سازیبه منظور همسانه کیژنت یمهندس هایاستفاده از روش

، تحت B. licheniformis یپروتئاز از باکتر نیژن سر انیو ب سازیهمسانه ،یمطالعه، جداساز نیدارد و لذا هدف از ا یینقش بسزا

 تکامل جهت در هابتوان از آن یآت هایمورد مطالعه، در پژوهش میو عملکرد آنز یتوال ییتا ضمن شناسا باشدیم yyxAعنوان 

 . وداستفاده نم یبا اهداف خاص تجار پروتئازهایی

 

 هامواد و روش

ها به صورت آمپول لیوفیلیزه از مرکز کلکسیون قارچ 1721PTCCفورمیس باکتری باسیلوس لیکنی :تهیه نمونه میکروبی

( دریافت شد و بر روی محیط کشت نوترینت http://ptcc.irost.orgهای علمی و صنعتی ایران )های سازمان پژوهشو باکتری

 آگار کشت گردید. 

افزار برای طراحی آغازگرها از نرم :سرین پروتئازهای اختصاصی جهت تکثیر و جداسازی ژن طراحی آغازگر

7Oligo  ( استفاده شد. به منظور جداسازی ژن سرین پروتئاز با مراجعه به پایگاهNational Center for Biotechnology 

Information )NCBI  006322.1توالی مربوطه با شماره دسترسیNC_ افزار استخراج و سپس با کمک نرمPrimer Blast ،

به ترتیب در ابتدای آغازگر رفت و برگشت قرار گرفت. به  EcoRIو  BamHIبررسی گردید. در طراحی آغازگر جایگاه برشی آنزیم 

(. توالی آغازگرهای طراحی 1هایی اضافه شد )جدول پلیمراز در زمان تکثیر، به ابتدای آغازگرها توالی DNAاتصال  منظور تسهیل

 .آلمان ارسال گردید Metabionشده، جهت سنتز به شرکت 

 Cheng andطبق روش بیان شده توسط  :استخراج شده DNAو بررسی کمیت و کیفیت  DNAاستخراج 

Jiang ،DNA ( ژنومی استخراج گردیدCheng and Jiang 2006 و پس از آن جهت تعیین کمیت و کیفیت )DNA  استخراج

 درصد استفاده گردید.  2/1شده به ترتیب از روش اسپکتروفتومتری و الکتروفورز ژل آگاروز 

http://ptcc.irost.org/
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 آغازگرهای استفاده شده در تحقیق حاضر .1جدول 

Table 1. Primers used in the present study 

  Primer name نام آغازگر Primer sequence        توالی آغازگر

ATAGGATCCATGGAGTTTAATCATGATGAGG yyxA1212F 

ACTTTATCAGCTTCCTAATTGGAATTCCTC yyxA1212R 

 

 Pfu(Fermentasبا استفاده از ) PCRواکنش  :(PCRای پلیمراز )با استفاده از واکنش زنجیره yyxAتکثیر ژن 

DNA polymerase   دقیقه انجام  3گراد درجه سانتی 94سیکل انجام شد. مرحله واسرشتگی اولیه در دمای  35و آغازگرها برای

درجه  58ثانیه، مرحله اتصال  30مدت گراد بهدرجه سانتی 94شد. شرایط دمایی و زمانی هر چرخه شامل: مرحله واسرشتگی در دمای 

 72مدت یک دقیقه بود. همچنین مرحله تکثیر نهایی در دمای گراد بهدرجه سانتی 72مدت یک دقیقه و مرحله تکثیر در دمای به

 دقیقه انجام گرفت.  5مدت درجه سانتیگراد به

با اندازه مورد نظر از روی ژل، با استفاده از کیت استخراج  PCRسازی محصول خالص :و بیان سازیمراحل همسانه

( و مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. واکنش اتصال میان ژن مورد نظر و ناقل K-3035-1) Bioneerاسید نوکلئیک 

 16گراد و درجه سانتی 22ساعت در دمای  2به مدت  T4 ( Takaraلیگاز ) DNAبا استفاده از آنزیم  pTG19-Tپلاسمیدی 

با استفاده از روش شوك حرارتی محصول  (.Sambrook and Russell 2001گراد انجام شد )درجه سانتی 4ساعت در دمای 

(. به منظور Cohen et al. 1972انتقال داده شد ) DH5α( سویه Escherichia coliهای مستعد اشریشیاکلای )اتصال به سلول

و  µg/ml 100 ،IPTGسیلین با غلظت بیوتیک آمپیحاوی آنتی LBها روی محیط کشت جامد های مثبت، باکتریانتخاب کلنی

X-gal  های نوترکیب، گراد، تعدادی کلونی سفید به عنوان کلونیدرجه سانتی 37ساعت تیمار در دمای  16کشت داده شدند و پس از

( و Birnboim and Doly 1979انتخاب شدند. استخراج پلاسمیدهای نوترکیب با استفاده از روش لیز قلیایی انجام شد )

مورد بررسی قرار  EcoRIو  BamHIو هضم آنزیمی با استفاده از دو آنزیم  PCRتکنیک های نوترکیب با استفاده از دو کلونی

در دو  T7کره جنوبی و با استفاده از آغازگر راه انداز باکتریوفاژ  Bioneerگرفتند. پلاسمید حاوی قطعه نوترکیب توسط شرکت 

به صورت  pET28aو  pTG19-T-yyxAدهای چنین پس از برش آنزیمی پلاسمییابی گردید. همجهت رفت و برگشت توالی

سازی ژن یافته از روی ژل، همسانهبرش  pET28aو پلاسمید  yyxAسازی ژن و خالص EcoRIو  BamHIجداگانه با دو آنزیم 

yyxA  در درون پلاسمیدpET28a  به وسیله واکنش اتصال انجام گرفت و پلاسمید نوترکیب به باکتریE. coli ( سویهDE3 )

BL21 م( نتقل گردیدCohen et al. 1972 پس از تأیید کلنی حاوی پلاسمید نوترکیب با استفاده از .)PCR هضم آنزیمی و ،

ساعت در دمای  14کانامایسین تلقیح شد و به مدت  µg/ml 50مایع حاوی  LBلیتر میلی 10بایی، کلنی نوترکیب مورد نظر به توالی

C37°  لیتر میلی 50لیتر از این سوسپانسیون باکتریایی به دور در دقیقه قرار داده شد. سپس یک میلی 180با سرعتLB  افزوده شد
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، 22، 16در انکوباتور قرار داده شد. بیان ژن سرین پروتئاز در میزبان باکتریایی در شرایط مختلف دمایی )  6/0OD و تا رسیدن به 

ساعت پس از افزودن  4و  2های صفر، و در زمان IPTGمولار و یک میلی 5/0،  1/0های س( و غلظتدرجه سلسیو 37و  30، 25

درصد بارگذاری  SDS-PAGE 15القاکننده مورد بررسی قرار گرفت و جهت بررسی میزان بیان پروتئین نوترکیب بر روی ژل 

ها در بافر سانتریفیوژ شدند و رسوب باکتری C4°ه در دمای دور در دقیق 7000های القا شده در شرایط مختلف، در گردید. باکتری

TE (10 مولار میلیTris-HCl  مولار میلی 1وEDTA  8هر دو با pH حل شد و باکتری ) .ها توسط امواج فراصوت لیز گردیدند

 . ای با سه دقیقه فاصله بین هر مرحله و بر روی یخ انجام شدسونیکاسیون شامل پنج مرحله سه دقیقه

بادی ضد دنباله هیستیدینی )محصول به منظور تأیید بیان پروتئین هترولوگ از تکنیک دات بلات و آنتی :آنالیز دات بلاتینگ

 Bio-Radموش نشاندار با پراکسیداز ساخت شرکت  IgGبادی علیه آمریکا( استفاده شد. در این پژوهش آنتی Biolegendشرکت 

استفاده قرار گرفت. در نهایت در حضور پراکسید هیدروژن و سوبسترایی به نام بادی دوم مورد به عنوان آنتی

(DAB)Diaminobenzidine ای رنگ مورد بررسی های قهوهبادی بر روی غشا وجود لکهآنتی –ژن ، در محل کمپلکس آنتی

 قرار گرفت.

با استفاده از برنامه  :Q65CS2های فیزیکوشیمیایی توالی پروتئین ای و ویژگیبررسی توالی اسید آمینه

Translate های فیزیکوشیمیایی پروتئین بدست آمده یابی مورد ترجمه قرار گرفت و ویژگیتوالی نوکلئوتیدی حاصل از فرایند توالی

موجود در تارنمای  Signalpو  ProtParam ،ProtScale ،TMHMMهای با استفاده از برنامه

(https://www.expasy.org/proteomicsبررسی شد. توالی )های موجود در این پروتئین توسط های حفاظت شده و دومین

 Pfam( و http://supfam.org) ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite ،)supfamهای برنامه

(http://pfam.xfam.org مورد بررسی قرار گرفت. تجزیه و تحلیل پروتئاز مورد مطالعه با سایر پروتئازها با استفاده از بانک )

به منظور  Translate(. در ادامه توالی اسیدآمینه به دست آمده از Rawlings et al. 2008انجام شد ) MEROPSاطلاعاتی 

هایی با بیشترین مورد جستجو قرار گرفت و توالی pBLASTده از برنامه های اطلاعاتی با استفاهای مشابه در بانکیافتن پروتئین

افزار (. سپس درخت فیلوژنتیکی با استفاده از نرم2سازی چندگانه مورد استفاده قرار گرفتند )جدول شباهت، انتخاب و برای همردیف

MEGA  (Molecular Evolutionary Genetics Analysis ویرایش )های تشابه گوناگون ه از ماتریسو با استفاد 2/5

 ;Felsenstein 1985تکرار تعیین شد ) 1000و با  Bootstrap های ایجاد شده بابندیترسیم گردید. درجه اعتبارسنجی گروه

Tamura et al. 2007.) 

 SOPMAهای بینی ساختارهای دوم و سوم پروتئین از برنامهبرای پیش :بینی ساختارهای دوم و سومپیش

(Geourjion and Deleage 1995، )PHYRE2  

(html/page.cgi?id=index/2http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre ،)PyMOL  موجود در تارنمای

http://supfam.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
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(https://www.pymol.org ،)I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER و )

RAPTORX (http://raptorx.uchicago.eduاستفاده گردید. هم ) چنین ساختار سوم پروتئین مورد مطالعه با استفاده از

های سازی شد. برای تخمین کیفیت مدل( به روش چند الگویی مدلSali and Blundell 1993) Modeller 9v16افزار نرم

استفاده گردید. نمودار راماچاندران به منظور ارزیابی کیفیت پارامترهای  C( C-scoreاز امتیاز ) I-TASSERبینی شده توسط پیش

موجود در تارنمای  procheckافزاری به نام بینی شده به کمک نرمهای پیشساختاری مدل

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES ترسیم شد و در ادامه نیز )Q-mean score 

(http://swissmodel.expasy.org/qmean و )score-Z (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php )

 (.Benkert et al. 2009ها محاسبه گردید )مدل

 

 yyxAهای پروتئینی مورد استفاده برای ساخت درخت فیلوژنتیکی ژن توالی .2جدول 

Table 2. Protein sequences used for phylogenetic tree construction yyxA gene 

 ردیف

Number 

 

 

 جنس و گونه

Species name 

 نام اختصاصی ژن

Specific name of the 

gene 

نام اختصاصی 

پروتئین 

Specific name 

of the protein 

 شماره دسترسی

Accession number 

 درصد تشابه

 پروتئین

Protein 

identity% 

1 B. licheniformis YyxA Q65CS2 NC_006322.1 100 

2 B. gobiensis AM592_17555 A0A0M4FTT5 NZ_CP012600.1 68.8 

3 B. pumilus BPUM_3684 A8FJB1 NZ_VEIS01000011.1 68.1 

4 B. litoralis A6K24_10855 A0A179SN19 OAS83115.1 64.1 

5 B. indicus GS18_0215870 A0A084GNI5 NZ_JNVC02000013.1 62.2 

6 B. weihaiensis A9C19_20155 A0A1L3MXY7 NZ_CP016020.1 59.9 

7 Aeribacillus pallidus AZI98_08070 A0A165Y0I0 NZ_QURG01000030.1 59.5 

8 B. azotoformans BAZO_02886 K6DK45 NZ_AJLR01000036.1 61.4 

9 Thermolongibacillus 

altinsuensis 

EDD69_10238 A0A4R1QIK8 SLUL01000000 56.7 

10 B. foraminis EV146_10844 A0A4R2BCF8 SLVV01000000 56.9 

11 B. taxi EM808_13985 A0A437K9H0 RZTZ01000000 57.3 

12 Geobacillus sp. htrA_3 A0A0N0Z2Q8 LJAJ01000000 59 

13 Anoxybacillus 

flavithermus 

Aflv_2834 B7GMT5 NC_011567 54.7 

14 B. selenatarsenatis SAMD00020551_1407 A0A0A8X1Y0 NZ_BASE01000029 54.2 

15 B. filamentosus B1B01_21595 A0A1X7G729 A0A1X7G729 53.5 

http://swissmodel.expasy.org/qmean
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 نتایج و بحث

های فیزیکوشیمیایی توالی پروتئین به سازی و بررسی توالی آمینواسیدی و ویژگیجداسازی، همسانه

سازی شد. فرایند همسانه pTG19-Tدر ناقل پلاسمیدی  yyxAباکتریایی، ژن رمزکننده  DNAپس از استخراج  :دست آمده

الف و ب(،  1تأیید قرار گرفت )شکل مورد  BamHIو  EcoRIو هضم آنزیمی با دو آنزیم  PCRهای سازی با انجام آزمونهمسانه

 سازی را مورد تأیید قرار داد.صحت همسانه  DNA یابیچنین نتایج توالیهم

 yyxA، برش یافتند و ژن BamHIو  EcoRIبه صورت جداگانه با دو آنزیم  pET28aو )+( pTG-yyxAپلاسمیدهای 

 DH5αسویه  E. coliبه باکتری   PET28a-yyxAالحاق گردید. سپس پلاسمید نوترکیب  pET28aدر ناقل خطی شده )+(

یابی حضور ژن و استقرار آن به درستی تأیید گردید و توالی BamHIIIو  EcoRIانتقال داده شد و با هضم آنزیمی با دو آنزیم 

 ج(. -1)شکل 

 .Eفاقد ژن به صورت جداگانه به میزبان بیانی   pET28aو )+( pET28-yyxAبرای تولید پروتئین نوترکیب، پلاسمیدهای 

coli سویه( یDE3 )BL21  انتقال داده شدند. پروتئین بیان شده توسط ژنyyxA  با نامQ65CS2 شود. وزن مولکولی شناخته می

بینی شد. وجود باند پروتئینی واضح در محدوده کیلودالتون پیش 78/46و  20/43به ترتیب  His- Q65CS2و  Q65CS2پروتئین 

مولار( بیانگر تولید موفق پروتئین )با غلظت یک میلی IPTGساعت پس از افزودن  SDS-PAGE 4کیلودالتون بر روی ژل  45

ما نزدیک به (. گرچه وزن مولکولی آنزیم تولیدی در محدوده وزن مولکولی اغلب سرین پروتئازها قرار ندارد ا3نوترکیب بود )شکل 

متعلق به  eprو پروتئین بیان شده توسط ژن  B. circulans MTCC 7906وزن مولکولی گزارش شده برای آلکالین پروتئاز 

B. licheniformis ( استKaur et al. 2012; Ageitos et al. 2013 .)سازی بیان پروتئین نوترکیب به منظور بهینه

های درجه سلسیوس( و غلظت 37و  30، 25، 22، 16ها بیان پروتئین در دماهای مختلف )آنهای مختلفی طراحی گردید و در آزمایش

 IPTGساعت پس از القای  4و  2،  0های بیانی مولار( مورد سنجش قرار گرفت و نمونه)یک دهم، نیم و یک میلی IPTGمختلف 

مولار مشاهده با غلظت یک میلی IPTGساعت پس از القای  4و  C37° آوری گردیدند. بیشترین میزان بیان پروتئین در دمای جمع

بادی با پروتئین قابل مشاهده است. ردیف دوم، حاصل واکنش میان آنتی 3(. نتایج دات بلات در تصویر شماره 2د )شکل گردی

ئین نوترکیب است و این دهنده صحت بیان پروتشود و نشانای رنگ مشاهده میهای قهوهنوترکیب محلول است که به صورت لکه

 شود.ای مشاهده نمیدر حالی است که در ردیف اول )کنترل( لکه قهوه

با   NCBI GenBank ثبت شده در پایگاه توالی نوکلئوتیدی yyxAرمز کننده سرین پروتئاز  DNA چارچوب بازخوانی

های فیزیکوشیمیایی کند. ویژگیآمینواسید را رمز می 403بوده که پروتئینی با  bp  1212 به طول NC_006322.1شماره دستیابی 

مورد بررسی قرار گرفت که وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک  ProtParamبا استفاده از برنامه  yyxAپروتئین رمز شده توسط 
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ن مولکولی محاسبه شده در این پژوهش با وزن مولکولی گزارش شده محاسبه شد که وز 82/5و  20/43برای این پروتئین به ترتیب 

 (.Subreu et al. 2019یکسان است ) B.subtilisمربوط به پروتئاز 

 

 ج:                                   :الف:                                                            ب                    

 

 kb 1نشانگر اندازه مولکولی  (M مراز ای پلیبا استفاده از واکنش زنجیره yyxA. الف( تکثیر ژن 1شکل 

در حجم بالا ب( نتایج حاصل از هضم آنزیمی  PCR به وسیله yyxA( نتیجه حاصل از تکثیر ژن 1سیناکلون، 

هضم شده  pTG-yyxA( پلاسمیدهای نوترکیب 1( نشانگر اندازه مولکولی pTG-yyxA M پلاسمید نوترکیب 

( pET28-yyxA M  ج( نتایج حاصل از هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب BamHI و   EcoRI ا دو آنزیمب

  BamHIو  EcoRIهضم شده با دو آنزیم  pET28-yyxA( پلاسمید نوترکیب kb 1 ،1نشانگر اندازه مولکولی 

Figure 1. A) yyxA gene amplification using polymerase chain reaction M) molecular size 

marker 1 kb, 1) Result of amplification of yyxA gene by high volume PCR B) results of 

enzymatic digestion of recombinant plasmid pTG-yyxA M) molecular size marker 1 kb, 1) 

Digested recombinant plasmid pTG-yyxA with two enzymes EcoRI and BamHI C) 

Recombinant plasmid Pet28-yyxA M) molecular size marker 1 kb, 1) Digested recombinant 

plasmid pET28-yyxA with EcoRI and BamHI.  

 

های محاسبه شد؛ پروتئین مورد نظر در رسته پروتئین yyxA 26/33کد شده توسط  با توجه به این که شاخص ناپایداری پروتئین

(. همچنین شاخص آلیفاتیک به عنوان یک عامل مهم به منظور برآورد مقاومت Gasteiger et al 2005گیرد )پایدار قرار می

 .Bکه به میزان این شاخص در مورد دو پروتئاز موجود درمحاسبه گردید  Q65CS2 34/98ها در برابر حرارت برای پروتئین پروتئین

anthracis str. Sterne   و پروتئاز موجود درB. lehensis دیک است )نزBanerjee et al. 2014; Sulaiman et al. 

(. Ikai 1980های پایدار در برابر حرارت به شمار آورد )توان پروتئین مورد مطالعه در این تحقیق را در گروه پروتئین( و می 2017



   (1400 زمستان، 4، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

46 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

( نشان دهنده این است که پروتئین مذکور غیر قطبی است. نیمه عمر توالی -156/0) Q65CS2منفی پروتئین   GRAVYمقدار 

بینی گردید. با بیش از ده ساعت پیش  E. coli ساعت و در 20ساعت، در مخمر بیش از  30های پستانداران مورد مطالعه در یاخته

مشخص شد که سرین  Doolittleو  Kyteبه روش  ProtScaleمحاسبه شده در برنامه   Hydropathyاستفاده از شاخص

اسید آمینه بار منفی داشتند؛ در حالی که تعداد  46از مجموع کل اسیدهای آمینه این پروتئین،  پروتئاز مورد مطالعه آب گریز بوده و

 TMHMMنامه در طی بررسی انجام شده با استفاده از بر .(Kyte and Doolittle 1982بود ) 42ها با بار مثبت کل اسید آمینه

رسد پروتئین مذکور دومین گذرنده از غشا و دومین خارج مشاهده گردید که به نظر می yyxAدر مورد پروتئین رمز شده توسط ژن 

 supfamایی که به آن تعلق دارد، مطابق است. براساس نتایج مشاهده شده در برنامه دارای خاصیت ترشحی باشد که با نتایج خانواده

 Pfamباشد. نتایج حاصل از برنامه می Trypsin-like serine proteasesمتعلق به بالا خانواده  yyxAده توسط پروتئین کد ش

در  ScanPrositeاست. طبق برآورد برنامه  PDZ_2و  Trypsin_2نشان داد که توالی مربوط به پروتئین دارای دو دومین 

واقع شده است. نتایج حاصل از  387تا  294در ناحیه آمینواسیدی بین  PDZ، دومین کاتالیتیکی yyxAپروتئین کد شده توسط ژن 

نشان داد که این پروتئین دارای  MEROPS( در پایگاه داده yyxA)پروتئین بیان شده توسط ژن  Q65CS2بررسی پروتئین 

شود. شناخته می Aوترپسین باشد. در پایگاه مذکور این آنزیم جز گروه اندوپپتیدزها و به عنوان نوعی کممی S01.364دومین 

 خود هستند. Nاعضای موجود در این خانواده عمدتاً دارای سیگنال پپتید در انتهای 

توالی پروتئینی به دست آمده از سرین با سایر پروتئازها:  Q65CS2بررسی همولوژی و فیلوژنتیکی پروتئین 

های بالاترین تشابه را با پروتئین Q65CS2با پروتئازهای موجودات دیگر مورد مقایسه قرار گرفت. پروتئین  yyxAپروتئاز 

A0A0M4FTT5  موجود درB. gobiensis ،A8FJB1  متعلق بهB. pumilus  وA0A179SN19  مربوط بهB. litoralis 

، GNPLGL( 196-201های )توالی 2های ذکر شده در جدول درصد دارد. در تمامی توالی 1/64و  1/68، 8/68به ترتیب به میزان 

(210-205 )GSVTQG( ،249-237 )QTDAAINPGNSGG ( 260-266و )GINSMK  حفاظت شده هستند. وجود سرین

همسان )به عنوان نوکلئوفیل(، آسپارتیک اسید )به عنوان الکتروفیل( و هستیدین در جایگاه فعال پروتئین مورد مطالعه مطابق با توالی 

نکته حائز اهمیت دیگر نیز  (.Shimogaki et al. 1991باشد )ها و کموتریپسین میسه تایی در تمامی اعضای گروه سوبتلیزین

حفاظت شده در کنار توالی همسان سه تایی  ها گلایسین در این پروتئین نیز به صورت کاملاًاین است که مانند سایر کمو تریپسین

های با توالی Q65CS2را تشکیل داده است.  بررسی فیلوژنتیکی توالی  Gly-Xaa-Ser-Yaa-Glyقرار گرفته است و موتیف 

تئین نشان داد که این پرو  Neighbor Joining و به روش Mega5.2 افزارمربوط به پروتئازهای سایر موجودات با استفاده از نرم

بیشترین شباهت را داشته و در یک گروه  B. subtilisو  B. gobiensi ،B. pumilusاز نظر فیلوژنتیکی با پروتئازهای مربوط به 

های گیرند. در درخت فیلوژنتیکی ترسیم شده شباهت بین پروتئازهای متعلق به جنس باسیلوس بیش از شباهت بین پروتئینقرار می

زهای سایر موجودات است و این احتمالاً نشان دهنده این است که پروتئازهای جنس باسیلوس یک جد مشترك مورد مطالعه با پروتئا
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  B. licheniformisمتعلق به apr46 سازی ژن آلکالین پروتئازنیز پس از همسانه Sareen et al.(2005) دارند. در پژوهشی 

درخت ترسیم شده توسط این محققان پروتئاز مربوط به اند. گرچه در درخت فیلوژنتیکی مربوط به این ژن را رسم کرده

Thermosynechococcus elongatus BP-1  بیشترین شباهت را با پروتئاز مورد مطالعه نشان داده است؛ اما پروتئازهای

پروتئازهای مختلف اند که نشان دهنده شباهت میان قرار گرفته apr ها نیز در نزدیکی پروتئاز مربوط به ژنمربوط به سایر باسیلوس

درصد همولوژی بین  85دهد که نیز نشان می .Takagi et alهای (. گزارشSareen et al. 2005جنس باسیلوس است )

درصد همولوژی بین  82و  B. thermoproteolyticusو  B. stearothermophilusهای پروتئازهای مقاوم به حرارت باکتری

 Takagi and Takashiوجود دارد ) B. amyloliquefaciensو  B. subtilisهای پروتئازهای پایدار در برابر حرارت باکتری

 کند. (. تمامی این شواهد نظریه جد مشترك در بین پروتئازهای جنس باسیلوس را تقویت می2003

، SOPMAطبق محاسبه برنامه : yyxAسازی مولکولی پروتئین رمز شده توسط ژن ررسی ساختار دوم و مدلب

شود. آلفا هلیکس درصد آمینوسیدها را شامل می 81/39است که  1متعلق به مارپیچ تصادفی 2CS65Qبیشترین ساختار دوم پروتئین 

در  PHYRE2افزار دهند. طبق برآورد نرمای این پروتئین را تشکیل میدرصد از ساختاره 29/11و  99/15و پیچ بتا نیز به ترتیب 

درصد  19دهند و آلفاهلیکس تنها درصد بیشترین ساختار ثانویه را تشکیل می 35ساختار صفحات بتا با فراوانی  Q65CS2پروتئین 

افزاهای های مذکور با استفاده از نرمبینی ساختار سه بعدی پروتئینشود. پس از پیشاز ساختار پروتئین مذکور را شامل می

PHYRE2 ،I-TASSER ،Modeller  وRAPTORX ها با استفاده از نمودار راماچاندران مورد ارزیابی قرار گرفتند. این مدل

ارا با د RAPTORXافزار ، مدل ترسیمی به وسیله نرمyyxAطبق برآورد نمودار راماچاندران در مورد پروتئین رمز شونده توسط ژن 

نیز با دارا بودن  PHYRE2باشد و مدل ارائه شده توسط تری میدرصد از اسیدهای آمینه در ناحیه مطلوب، مدل مناسب 3/90بودن 

های ترسیم مربوط به مدل Q-meanگیرند. پس از ارزیابی شاخص از اسیدهای آمینه در ناحیه مطلوب در مرتبه دوم قرار می 4/87

ترین مدل برای پروتئین مذکور تشخیص باکیفیت 621/0برابر  Q-meanبا احتساب  PHYRE2افزار نرم شده، مدل ارائه شده توسط

چنین مدل هم ها نیز این نتیجه مورد تأیید قرار گرفت.مربوط به این مدل در مقایسه با سایر مدل Z-scoreداده شد که با بررسی 

شود. ساختارهای مدلی قابل قبول محسوب می 519/0برابر با  Q-meanنیز با داشتن  RAPTROXپیشنهادی توسط ابزار آنلاین 

 ها انتخاب شدند.به عنوان بهترین مدل Prosaافزار توسط نرم PHYRE2و  I-TASSERافزارهای گویی شده خروجی نرمپیش

ت که به طور معمول برای محاسبه شد که در بازه امتیازاتی اس -68/6و  -25/7برای این دو مدل به ترتیب با  Z-scoreمیزان 

 I-TASSERو  PHYRE2توان نتیجه گرفت دو مدل ترسیم شده توسط شود. لذا میهای مشابه یافت میهایی با اندازهپروتئین

های های قابل اعتمادی بوده و ساختارهای ترسیم شده به ساختارهای تجربی نزدیک است. از سویی دیگر در این دو مدل باقیماندهمدل

 اسیدهای آمینه نیز اکثراً از سطح انرژی منفی برخوردار هستند.

                                                      
1 Random coil 
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سویه  E. coliتولید شده در باکتری  His- Q65CS2ن نوترکیب بیان پروتئی  SDS-PAGE. آنالیز 2شکل 

(DE3 )BL21 .1 پروتئین محلول استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید )pET28a 4  ساعت پس از القا

IPTG پروتئین محلول استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید 2مولار. با غلظت یک میلی )pET28a 2 

( پروتئین کل استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید 3مولار. با غلظت یک میلی IPTG ساعت پس از القا 

pET28a 4  ساعت پس از القاIPTG پروتئین کل استخراج شده از باکتری حاوی 4مولار. با غلظت یک میلی )

ربوط ( نشانگر اندازه پروتئینی مMمولار. با غلظت یک میلی IPTGساعت پس از القا  pET28a  2پلاسمید 

 pET28a( پروتئین کل استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید 5(. kDa 116-5/6به شرکت سیتومتین ژن )

ساعت پس از القای  pET28-yyxA  2پروتئین محلول استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید (6زمان صفر. 

IPTG پلاسمید ( پروتئین کل استخراج شده از باکتری حاوی 7مولار با غلظت یک میلیpET28-yyxA  زمان

ساعت پس از القای  pET28-yyxA 4 پروتئین محلول استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید  (8صفر. 

IPTG مولاربا غلظت یک میلی 

Figure 2. SDS-PAGE analysis for the verification of expression of His- Q65CS2 fusion 

protein overexpressed in E. coli BL21 (DE3) cells. 1) Total soluble proteins extracted from 

pET28a 4 h after induction with IPTG. 2) Total soluble proteins extracted from pET28a 2 

h after induction with IPTG. 3) Total proteins extracted from pET28 4 h after IPTG 

induction. 4) Total proteins extracted from pET28a 2 h after IPTG induction M) Protein 

weight marker (6/5- 116 kDa). 5) Total proteins extracted from pET28a 0 h after IPTG 

induction. 6) Total soluble proteins extracted from pET28a-yyxA 2 h after IPTG induction. 

7) Total proteins extracted from pET28-yyxA 0 h after IPTG induction. 8) Total soluble 

proteins extracted from pET28a-yyxA 4 h after IPTG induction.  



 1400، حسینیو  آقایی جشوقانی

49 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

بیان پروتئین محلول مربوط به باکتری حاوی  -Q65CS2 .1. آنالیز دات بلات پروتئین نوترکیب 3شکل 

 pET28-yyxAبیان پروتئین محلول مربوط به باکتری حاوی پلاسمید  -pET28a 2پلاسمید 

Figure 3. Dot blot analysis of recombinant protein Q65CS2. 1- Soluble proteins extracted 

from pET28a. 2- Soluble proteins extracted from pET28a-yyxa. 

 

 

پروتئازهای مختلف جنس باسیلوس و سایر موجودات با  . درخت فیلوژنتیکی رسم شده مربوط به4شکل 

های موجود در این درخت فیلوژنتیکی در ها و پروتئین. نام اختصاصی ژنMEGA5.2افزار استفاده از نرم

 داخل کادر مشخص شده است. yyxAآمده است و پروتئین کدشده توسط ژن  2جدول 

Figure 4. Phylogenetic tree plotted for the serine proteases of Bacillus using MEGA5.2 

software. The specific names of genes and proteins in this phylogenetic tree are listed in 

Table 2. The protein encoded by the yyxA gene inside the box is identified. 

 

 



   (1400 زمستان، 4، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

50 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 گیرینتیجه

اس  تخراج ش  ده از  yyxAپروتئاز  نس  ری ژن یکیوانفورماتیب یو بررس   یتوال نییتع ،س  ازیپژوهش حاض  ر با هدف همس  انه

Bacillus licheniformis مربوط به  اتیو خص  وص   یدر ص  نعت، ش  ناخت توال هامیانجام گرفت. به منظور بهبود عملکرد آنز

به منظور  ی. تاکنون پژوهش  باش  دیلازم م بینوترک DNA یو تکنولوژ س  ازیبا اس  تفاده از همس  انه دیجد یکروبیم یهامیآنز

پروتئاز  نیبه دس  ت آمده، س  ر جیص  ورت نگرفته اس  ت. طبق نتا yyxAپروتئاز  نس  ری ژن انیو ب اتیخص  وص   نییتع ،یابییتوال

Q65CS2 ریبا ساختار سا سهیدر مقا وتئازپر نی. ساختار اکنندیعمل م نیپسیبه تر هیکه شب باشدیم ییپروتئازها نیمتعلق به سر 

دارند که در اتص ال به  PDZ نیدم کیپروتئازها در س اختار خود حداقل  نیمعمول اس ت. ا ریغ یژگیو یدارا یص نعت یپروتئازها

 Kimهستند ) نیو سر نیدیستیه د،یاس کآسپارتی هافعال در آن یدهاینواسینقش دارد و آم گرید هاینیتئپرو لیکربوکس یانتها

et al. 2003; Jiao et al 2010نی(. دم PDZ  ستر تیسا کیبه عنوان تا  سازدیو پروتئاز را قادر م کندیعمل م میآنز کیآلو

شتباه را تشخ یبا تاخوردگ هایینیپروتئ که از آن در صنعت و در  سازدیامکان را فراهم م نی( و اSohn et al. 2009دهد ) صیا

که در  نیپروتئاز مورد مطالعه علاوه بر ا نیسر مآنزی داد، نشان مطالعات که طورهمان گرید ییسونامطلوب استفاده شود. از  طیشرا

سته آنز صورت محلول در م رند؛گییقرار م داریپا هایمید سام ا انیب زبانیبه  صورت اج شد و به  نخواهد  دایتجمع پ نکلوژنیخواهد 

  استفاده در صنعت در نظر گرفته شوند. یمناسب برا نهیگز نوانمذکور به ع میکه آنز شودیموجب م ایمزا نیکرد که ا

 یتبه خاطر حما بین المللی امام خمینی )ره( قزویندانشگاه و گروه بیوتکنولوژی  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

  .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یمعنو یتحما و یمال

 

 منابع

 یگاوها یرپوستیز یدر بافت چرب نیژن لپت انی( ب1398و همکاران ) یفوز یمحمدرضا ، اسد یمحمدرضا ، محمدآباد یاحسن

 .135-150(، 1)11 یکشاورز یوتکنولوژیمجله ب .Real Time PCR با استفاده از نیهلشتا

 انیسطوح مختلف ب سهی( مقا1393عذرا ) ینور ینجم ،یعل هیزاده کشکوئ یلیمحمدرضا، اسمع ینژاد فاطمه، محمدآباد یدیتوح

  .35-50(، 4)6 یکشاورز یوتکنولوژی. مجله بینیرا یمختلف بز کرک یدر بافت ها  Rhebژن

  CIB4 ژن انیب ی( بررس1395) یمدوار عل یاحیر ،یعل هیزاده کشکوئ یلیمحمدرضا، اسمع یمحمدآباد ن،یحس ریدره در ام یجعفر

-132(، 4)4مجله پژوهش در نشخوارکنندگان  Real Time qPCR. با استفاده از یمختلف گوسفند کرمان های¬در بافت

119. 

 یکشاورز یوتکنولوژیب مجله .Real Time PCR در بز کرکی راینی با استفاده از ESR1 ( بیان ژن1399محمدرضا ) یمحمدآباد

12(1 ،)192-177.  
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-181(، 4)12 یکشاورز یوتکنولوژیدر بز. مجله ب ESR2 مختص بافت ژن mRNA یانیب لی( پروفا1399محمدرضا ) یمحمدآباد

167. 
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