
فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان
1394سال سوم، شماره سوم، پاییز 

کلونینگ و تعیین توالی ژن متالوپروتئاز مقاوم به گرما از باکتري 
Anoxybacillus flavithermusدست آمده از چشمه آب گرم قینرجه، ه ب

شهرمشگین

2، سید محسن اصغري*2رضا آقامعالی، محمود1پروانه نجفی

94آذر: تاریخ پذیرش94مهر: اریخ دریافتت
چکیده
علاوه ها بیوماکرومولکولاین . هستندها مقاوم به حرارت غالبا بیوماکرومولکولموجودات گرمادوست،در

پروتئازهاي .کنندبر دماي بالا، در شرایط به شدت قلیایی یا اسیدي نیز در برابر دناتوره شدن مقاومت می
ها، حذف ضایعات شویندهوکاغذتولید پایدار حرارتی پتانسیل قابل توجهی براي بسیاري از صنایع غذایی، 

گرمادوست در سازي تخمیرتوان از طریق بهینهها را میاین آنزیم. سمی و حفاري نفت دارند
به حداکثر در یک میزبان مزوفیل نوترکیبDNAیا کلون کردن به روش تکنولوژي ها ومیکروارگانیسم

مورد حاضر مطالعه دري کهمتالوپروتئاز. وابسته به یون هستندپروتئاز نوعی نیز هامتالوپروتئاز. تولید رساند
Anoxybacillusژن متالوپروتئاز از باکتري . استاندوپپتیداز وابسته به یون رويیک بررسی قرار گرفت 

flavithermusاز روش . کلون شدPCRبرش براي جایگاه یک جفت پرایمر با .براي تکثیر ژن استفاده شد
.ترانسفورم شدBL21به میزبان وکلون شد(+)pET21aدر وکتور ،طراحی شدXhoIو NheIهاي آنزیم

گونهمختلفهايواریانتنتایج حاصل از آنالیز توالی ژن کلون شده حاکی از تشابه ژن مورد نظر با پروتئاز
Anoxybacillus flavithermusدارد.

.Anoxybacillus flavithermus ،PCRمتالوپروتئاز، کلونینگ،:کلیديواژگان
.شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلان، رشت، ایرانکارشناس ارشد بیوشیمی، گروه زیست-1
.رشت، ایرانشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلان، استادیار گروه زیست-2
aghamaali@guilan.ac.ir:نویسنده مسئول*
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مقدمه
ترین کاتالیزورهاي زیستی پروتئازها از مهم

اتصالات پپتیدي کههستند از دیدگاه صنعتی 
ها در محیط آبی هیدرولیز پروتئینرا در 

بنابراین در خانواده هیدرولازها قرار کنند،می
,.Fulzele et al(گیرندمی هاي گونه).2011

Bacillusترین بازده تولید آنزیم پروتئاز بیش
,.Almas et al(را دارند  پروتئارها ). 2009

فروش آنزیم را در تولید درصد از کل 40تقریباً
چرم، وغذاییصنایع ،سازيدارو،هاشوینده

Uyar et(مدیریت بازیافت و ترمیم نقره دارند 

al., بندي پروتئازها ترین تقسیمساده). 2011
هاسلولی بودن آنسلولی یا برونحسب درونبر
,.Gupta et al(ستا پروتئازهاي ).2002

یندهاي متابولیکی و سلولی آسلولی در فردرون
و تمایز، تغییرات و 1مختلف مانند اسپورزایی

و بلوغ هورمونی و آنزیمی،2تبدیلات پروتئینی
پروتئازهاي . نقش دارند3ابقا مخزن پروتئین

ها را در محیط خارج سلولی هیدرولیز پروتئین
و سلول قادر به دهندمیانجام 4آزاد سلولی

شودمیاستفاده از محصولات هیدرولیز جذب و
)An et al., حسب جایگاه پروتئارها بر). 2004

1- Sporulation
2- Turnover
3- Protein Pool
4- Cell Free Environments

هااگزوپپتیدازاصلیگروهدوبهنیزبرش
. شوندمیبندي ندوپپتیدازها طبقهو ا

اگزوپپتیدازها پیوند پپتیدي انتهایی پایانه 
کربوکسی یا آمینو سوبسترا و نوع اندوپپتیدازها 

از انتهاي سوبسترا را پیوند پپتیدي دور
Ghafoor(شکنندمی and Hasnain,

چهار معیار اساس پروتئازها اغلب بر). 2010
اختصاصی ) pH،2)1:شوندمیبندي طبقه

شباهت در ) 3،عمل کردن براي سوبسترا
اند شدهویژگیهایی که تعیین فعالیت با آنزیم

) 4والاستازمثل تریپسین، کیموتریپسین و
جایگاه فعال و مکانیسم 5مانده آمینواسیدباقی

اي که بهینهpHاساس برپروتئازها . کاتالیتیک
دهند به سه میفعالیت را نشان حداکثردر آن 

بندي گروه اسیدي، خنثی و بازي طبقه
pH2پروتئازهاي اسیدي با محدوده . شوندمی
بازي ،خنثیpH، نوع خنثی که در6تا 

اسیدي ضعیف فعال هستند و نوع وضعیف
ترین بیش13تا pH8بازي که در محدوده

,.Ellaiah et al(دهند میفعالیت را نشان 

اساس حضور گروه عملکردي در بر). 2002
جایگاه فعال، پروتئازها به چهار گروه سرین 

سیستئین پروتئاز، آسپارتیک پروتئاز و پروتئاز،

5- Residual Amino Acids
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Asoodeh et(شوند میمتالوپروتئاز تقسیم 

al., هاي پروتئازهاي باکتريپایداري). 2012
باعث افزایش سرعت گرمادوست در دماهاي بالا 

افزایش حلالیت ،اینعلاوه بر. شودمیواکنش 
ها، کاهش محصولات غیرگازي وواکنش دهنده

هاي هاي آنزیماز مزیتهاکاهش بروز آلودگی
مزوفیل هاي گرمادوست نسبت به آنزیم

Do Nascimento(ند شودمیمحسوب  and

Martins, گرمادوست مثل هاي گونه). 2004
Bacillus sp. ،Geobacillus sp. و

Burkholderia sp.قابل اطمینانی از منابع
ها علاوه بر این آنزیم. صنعتی دارندهاي آنزیم

در مقابل ،پایداري ذاتی بالاتر نسبت به دما
ري در مقایسه با تهمه فاکتورها پایداري بیش

,.Asoodeh et al(مزوفیل دارند هاي آنزیم

در سال Anoxybacillusجنس ). 2012
اطلاعات اندکی از آن اما شناسایی شد 2002

,.Goh et al(در دسترس است  2013 .(
Anoxybacillus flavithermusي هاباکتر

نگ تولید کننده زرد رهاي گرم مثبت با کلونی
هاي گرمادوستی در زیستگاههستند که اسپور 

کودهاي شیمیایی و،گرمهاي آبمانند چشمه
غذاهاي فرآوري شده مانند ژلاتین و پودر شیر 

از اولین گونه شناسایی شده.شوندمییافت 
هوازي بییک باکتري Anoxybacillusجنس

به همین دلیل اسم جنس با اجباري بود و
اما با گذشت زمان . شودمیانوکسی شروع 

هوازي اجباري یا اختیاري نیز هاي گونه
جنس اعضاي . ندشناسایی شد
Anoxybacillus گرمادوست و مقاوم به قلیا

به همین دلیل براي بسیاري از هستند
Saw et(کاربردهاي صنعتی مناسب هستند 

al., 2008 .(

هامواد و روش
Anoxybacillusباکتري flavithermus

گرم از چشمه آبمطالعه مورد استفاده در این 
هاي آنزیم. شهر جداسازي شدینگقینرجه مش
و بافرهاي آن از NheIو XhoIمحدودالاثر 

پلاسمید مورد . تهیه شدThermoشرکت 
بود که از شرکت (+)pET21aاستفاده 

Invitrogenو آنزیم تهیه شدT4-DNA

Ligase و بافر آن از شرکتFermentas تهیه
پرایمرهاي اولیگونوکلئوتید با نرم افزار . شد

Gene Runnerندطراحی شد.

استخراج ژنوم
محیط کشت درابتدا باکتري مورد نظر 

5/0تریپتون درصد، 2آگار که شاملجامد
درصد و عصاره مخمر 5/0درصد، سدیم کلرید 
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پلیت. شدکشت دادهبود، pH7درصد با 2/0
به مدت یک شبانه روز در کشت داده شده

گراد درجه سانتی60انکوباتور شیکردار با دماي 
10یک لوپ از باکتري به سپس. انکوبه شد

لیتر محیط کشت مایع که همان ترکیبات میلی
،داشتبه غیر از آگار رامحیط کشت جامد

انتقال داده شد و در انکوباتور شیکردار در 
دور 190و شیک گراد سانتیدرجه 60دماي 

. ساعت قرارگرفت16- 20بر دقیقه به مدت 
دقیقه توسط 5مذکور ، محیط کشت آناز پس

با)آلمان،Hettich(دار سانتریفیوژ یخچال
رسوب .دور بر دقیقه سانتریفیوژ شد9000

شدمنتقللیتري میلی2حاصل به میکروتیوب 
درصد، 7/6ساکارز (میکرولیتر بافر لیز 250و 

Tris-HCl50مولار، میلیEDTA50
میکرولیتر آنزیم pH7(،50و مولار میلی

150و ) لیترمیلیگرم بر میلی2(لیزوزیم 
pH2/5با  M3میکرولیتر بافر سدیم استات 

37دقیقه در دماي 80و شدبه آن اضافه
12سپس. انکوبه شدگراد سانتیدرجه 

به درصدSDS20میکرولیتر محلول 
به و سوسپانسیونشد اضافه میکروتیوب مذکور

به گراد سانتیدرجه 37دمايدردست آمده
در طول این مدت،.شدانکوبه ساعت 1مدت 

دقیقه یک بار چرخانده 15هر ها بمیکروتیو

500به نمونهدر مرحله بعد،. ندشدمی
ایزوآمیل -کلروفرم-میکرولیتر از محلول فنل

دقیقه به آرامی 5، شداضافه) 1:24:25(الکل 
دقیقه سانتریفیوژ با10ازو بعدشد مخلوط 

فاز بالایی محلول به یک ،دور بر دقیقه9000
8/0مقداربه . میکروتیوب جدید منتقل شد

، حجم فاز بالایی به دست آمده از مرحله قبل
1سپس .ایزوروپانول سرد اضافه شدبه نمونه

قرار گراد سانتیدرجه -20ساعت در دماي 
به گراد یسانتدرجه 4بعد در دماي .شدداده

دور بر دقیقه 9000دردقیقه 20مدت 
. سانتریفیوژ شد و محلول رویی دور ریخته شد

مرحله قبل، به رسوب برابر حجم سوپرناتانت 2
دقیقه در 15و شد درصد سرد اضافه 97اتانول 
دور بر 9000گراد درسانتیدرجه 4دماي

محلول رویی دور سپس. شددقیقه سانتریفیوژ 
30و  بعد از تبخیر اتانول به رسوب شد ریخته 

براي . میکرولیتر آب دیونیزه سرد اضافه شد
اطمینان از صحت کار، محصول استخراج ژنوم 

) آمریکا، BioRad(توسط دستگاه الکتروفورز 
.درصد آگارز مشاهده شد1بر روي ژل 

طراحی پرایمر 
Anoxybacillusژنوم کامل باکتري 

flavithermus WK1 بانک اطلاعاتی در
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www.ncbi.nlm.nih.govموجود است .
از با استفادهمعکوسو پیشروپرایمرهاي 

بر اساس ژنوم باکتري Gene Runnerافزار نرم
5ʹو 3ʹدر انتهاي . مذکور طراحی شد

هاي  برش آنزیمجایگاهپرایمرها، به ترتیب 
NheI  وXhoI قرار داده شد و سنتز آن

.شدانجام )تهران(توسط شرکت پیشگام
بازي با توالی32پرایمرهاي اختصاصی پیشرو 

5ʹTCCGCCGCTAGCATGTACTTG

TATAAGCCTTG3ʹ)Tm8/73 ( و
بازي با توالی 33معکوس 

5ʹACTATACTCGAGCAAACACGC

CGCCTCTAGCTT3ʹ)Tm3/75 ( به
مورد استفاده PCRمنظور تکثیر ژن با روش 

.قرار گرفت
52هاپرایمرTmاساس بر1دماي اتصال

10نهایی2و زمان گسترشگراد سانتیدرجه 
انجام ژن پروتئازو تکثیرشددقیقه انتخاب

با ژل الکتروفورزPCRسپس محصول . شد
با استفاده از ودرصد بررسی شد1آگارز 

. پرایمرهاي اختصاصی مذکور تعیین توالی شد
ژن پروتئاز در وکتور پس از تایید نهایی، 

pET21a(+) کلون شد و به میزبانBL21

.ترانسفورم شد

1- Annealing
2- Extension

کلونینگ
پس از کشت باکتري حاوي وکتور 

pET21a(+)در محیطLB وکتور با استفاده ،
ابتدا وکتور و ژن . از کیت سیناژن استخراج شد

وNheIمحدودالاثرهايپروتئاز توسط آنزیم
XhoI درجه 37ساعت در دماي 2به مدت
وهضم آنزیمی ژن در. شدندهضم گراد سانتی
میکرولیتر 1میکرولیتر بافرتانگو، 3،وکتور
15وXhoIمیکرولیتر آنزیم NheI ،1آنزیم

.استفاده شدPCRمیکرولیتر وکتور یا محصول 
1%هاي هضم شده روي ژل آگارز نمونه

به منظور اطمینان از هضم . مشاهده شد
آنزیمی وکتور، از پلاسمید برش نخورده به 

.عنوان شاهد استفاده شد
مورد نظر در وکتور ژن3جاگذاريبه منظور
pET21a(+) ،5 میکرولیتر از ژن پروتئاز هضم

3سپس . ریخته شدبشده در یک میکروتیو
میکرولیتر آنزیم 1میکرولیتر بافر جاگذاري و 

T4DNA-Ligase به محصولPCR اضافه
میکرولیتر وکتور11شد و در نهایت 

pET21a(+) هضم شده به میکروتیوب افزوده
. شد

ساعت در دماي 16به مدت بمیکروتیو
در بن ماري گراد سانتیدرجه 22

3- Ligation
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)Memmert ،سپس وکتور . انکوبه شد) آلمان
.Eنوترکیب به میزبان  coli سویهBL21

. منتقل شد
ترانسفورم شیمیایی وکتور نوترکیب در 

.Eباکتري  coli

E. coliانتقال وکتور نوترکیب به باکتري

میکرولیتر از 10.به روش شیمیایی انجام شد
میکرولیتر از 100ري شده به محصول جاگذا

و میکروتیوب  شد مستعد تلقیح هايسلول
.شددقیقه روي یخ گذاشته45مذکور

میکروتیوب به منظور شوك حرارتی در دماي 
ثانیه در بن 90گراد به مدت درجه سانتی42

و بعدشدقرار داده) آلمان، Memmert(ماري
دقیقه 5پس از . شدبلافاصله روي یخ منتقل 

فاقد LBمیکرولیتر محیط 900به میکروتیوب
درجه 37در سپس. افزوده شدبیوتیکآنتی

200سرعتباساعت 2به مدت گراد سانتی
دقیقه 5پس از . شدشیک دور بر دقیقه 

دور بر دقیقه، رسوب حل5000درسانتریفیوژ
سیلین منتقلحاوي آمپیهايو به پلیتشد 
درجه 37ساعت در 16هاپلیت.شد

پلیت کنترل مثبت .ندانکوبه شدگراد سانتی
مستعدي بود که با هايتنها حاوي سلول

.پلازمید اولیه  ترانسفورم شده بودند

به منظور تأیید الحاق ژن درون وکتور و 
-کلونیانتقال وکتور نوترکیب به باکتري، 

PCRپس از استخراج وکتور . انجام شد
مثبت غربال شده توسط هاياز کلونینوترکیب 

وجود ژن در پروتئاز در وکتور PCR-کلونی
تایید و سپس PCRاستخراج شده توسط 

به شرکت وکتور نوترکیب براي تعیین توالی
.شدارسال )تهران(پیشگام

نتایج
PCRاستخراج ژنوم و 

ژنوم باکتري استخراج شد DNAابتدا 
ه ژنومی بDNAسپس با استفاده از ). 1شکل (

ز یک گیري ادست آمده به عنوان الگو و بهره
اساس که برجفت پرایمر براي ژن پروتئاز

Anoxybacillusتوالی ژنی پروتئاز باکتري 

flavithermus سویهWK1 وشدطراحی
PCRتکثیر ژن پروتئاز با استفاده از روش 

DNAبه منظور تأیید تکثیر قطعه . انجام شد

روي ژل آگارز برده PCRمورد نظر، محصولات 
).2شکل(شد 

نتیجه حاصل از ژل نشان داده شده در 
اي حاکی از تکثیر یک قطعه با اندازه2شکل 

قطعه به . منطبق با اندازه ژن مورد نظر بود
نشان داد که DNAدست آمده و تعیین ترادف 
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).3شکل(نظر بود همان ژن پروتئاز مورد PCRقطعه حاصل از 

Anoxybacillusباکتريژنومی ازDNAمحصول استخراج : 1.ژنومیDNAمحصول استخراج :1شکل 

flavithermus .2 :مارکر وزن مولکولیDNA.

.DNAمارکر وزن مولکولی:PCR .2محصول :1ژن پروتئاز PCRمحصول :2شکل 
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اي ژن پروتئازتوالی نوکئلوتیدي و اسید آمینه:3شکل

بانک دست آمده در ه توالی ژن پروتئاز ب
ترجمه و در Expasy.org/translateاطلاعاتی

.شدwww.ncbi.com ،Blastبانک اطلاعاتی
بانک اطلاعاتیسپس با استفاده از 
www.clustal.org/omegaردیفی توالیهم

يهاینی پروتئاز مورد بررسی با آنزیمپروتئ
).4شکل (انجام شد،تشابه بالاداراي

ردیفی توالی نوکلئوتیدي پروتئاز نتیجه هم
درصدي را با پروتئاز باکتري 95شباهت 

Anoxybacillus flavithermus WK1 نشان
داد و ترجمه پروتئینی حاصل از ژن پروتئاز در 

Anoxybacillusمقایسه با پروتئاز 

flavithermus WK1 ،93 درصد شباهت
دست آمده از ه با توجه به نتایج ب. نشان داد

Blast در ، درخت فیلوژنی پروتئین پروتئاز
رسم www.phylogeny.frبانک اطلاعاتی

Anoxybacillusشد و توالی مذکور به 

flavithermus WK1ترین شباهت را بیش
نتایج حاصل از درخت . )5شکل (نشان داد

مورد دهد که ژن پروتئاز فیلوژنی نشان می
Anoxybacillusمطالعه با باکتري

flavithermus WK1 در یک کلاد خواهري
.قرار گرفته است
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: 1هاي  پروتئینی توالی. ردیفی توالی پروتئینی پروتئاز با پروتئازهاي با تشابه بالانتیجه هم:4شکل 
Anoxybacillus2،مورد مطالعه :Anoxybacillus flavithermus WK1،3 :Anoxybacillus thermarum،

4 :Anoxybacillus flavithermus NRBC109594 5و:Anoxybacillus kamchatkensis.

کلونینگ پروتئاز 
پس از تایید توالی نوکلئوتیدي، ژن پروتئاز 

. جاگذاري شد(+)pET21aدر وکتور بیانی 
براي تایید جاگذاري نمونه حاصل از واکنش 
جاگذاري به همراه پلاسمید برش نخورده و 

درصد 1پلاسمید هضم شده برروي ژل آگارز 
اندازه پلاسمید هضم ). 6شکل (مشاهده شد 

شده به خاطر حذف قطعه نوکلئوتیدي که بین 
قرار XhoIو NheIهايجایگاه برش آنزیم

در شکل 1ستون (تر شده بود اهگرفته بود کوت
پلاسمید نوترکیب که حاوي ژن پروتئاز ). 6

جفت بازي 6000تقریباً طولیمورد نظر بود 
).6در شکل 2ستون (داشت 
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درخت فیلوژنی حاصل از توالی پروتئینی ژن پروتئاز:5شکل 

مارکر :3. محصول جاگذاري ژن پروتئاز: 2. پلاسمید پس از هضم آنزیمی: 1. جاگذاري ژن پروتئاز:6شکل
DNAوزن مولکولی

حاوي وکتور هايانتخاب کلونیبه منظور
ترانسفورم شده هايبیانی نوترکیب، کلونی

-کلونیبه طور تصادفی انتخاب و)7شکل(
PCRنوترکیب هايپلازمید باکتري. نجام شدا
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وجود ژن پروتئاز در آن توسط استخراج و 
PCRبه دست محصول . ید قرار گرفتیمورد تا

-و وکتورPCR-کلونیهايآمده از روش
PCR جفت باز بود که با 500باندي به طول

). 9و 8شکل (اندازه ژن کلون شده برابر بود

همچنین اندازه پلاسمید نوترکیب استخراج
با اندازه کهبود جفت باز 6000اًتقربیشده

کلون شده قابل انتظار براي وکتور نوترکیب
).9شکل (برابر بود

)BL21(هاي نوترکیب حاصل از ترانسفورم وکتور حاوي ژن پروتئاز به میزبان کلنی:7شکل
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هاي ترانسفورم پلاسمید از کلونیمحصول استخراج: DNA .2مارکر وزن مولکولی:PCR.1-وکتور: 8شکل 
PCRمحصول :3.شده

DNAمولکولیوزنمارکر:PCR .2محصول :PCR .1-کلونی:9شکل 
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بحث
،یکی از مزایاي پروتئازها در صنعت

شناسایی .استها در دماهاي بالا پایداري آن
گونه مورد نظر با استفاده از پرایمرهاي عمومی 

به و16S rDNAبه منظور تکثیر ژن 
توالی . انجام شدPCR-کارگیري روش کلونی

بانک در 16S rDNAبه دست آمده از ژن 
شد و www.ncbi.com ،Blastاطلاعاتی 

Megaبرنامهتوسطآنمشابههايتوالیبراي 5

ترین گونه نزدیک. درخت فیلوژنتیکی رسم شد
Anoxybacillusبه باکتري مورد نظر باکتري 

sp. A371در را شباهت درصد 97که است
نشان با توالی مورد نظر 16S rDNAتوالی ژن 

Kazemi(داد et al., 2014 .( اگرچه طبق
دست آمده از این مطالعات ه درخت فیلوژنی ب

لی آمینو اسیدي که بر اساس توا) 5شکل(
بانک اطلاعاتی پروتئاز مذبور از طریق 

www.phylogeny.frدست آمد، ه ب
.Aترین شباهت با باکتري بیش

flavithermus WK1 مشاهده شد به این
صورت که ژن پروتئاز حاصل از باکتري مورد 

.Aن پروتئاز باکتري ژمطالعه با 

flavithermus WK1 در یک کلاد خواهري
.گیرندمیقرار 

ژن مربوط به آنزیم پروتئاز مطالعه در این 
حاصل از باکتري مورد نظر جداسازي و کلون 

دهد میمقایسه توالی نوکلئوتیدي نشان . شد
که ژن پروتئاز مورد مطالعه با ژن پروتئاز 

Anoxybacillus flavithermus WK195
توالی پروتئینی تشابه . درصد تشابه نشان داد

ها دهد که این تفاوتمیدرصدي را نشان 93
، 151، 27،54،93آمینو اسیدهاي شماره در

.شدمشاهده 158و 156، 155، 152،153
اغلب متالوپروتئازهاي داراي یون روي موتیف 

HEXXH دارند که یک مارپیجα را شکل
کریستالوگرافی این در مطالعات .دهندمی

موتیف به عنوان قسمتی از جایگاه اتصال به 
Menach et(یون روي نشان داده شده است

al., در متالوپروتئاز مورد بررسی نیز ). 2013
76در موقعیت HEIGHموتیف مذبور با توالی 

.توالی قرار دارد80تا 

تشکر و قدردانی
نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه 

هاي مالی و فراهم دلیل حمایتگیلان به
نمودن امکانات آزمایشگاهی و از جناب آقاي 

مورد مهندس رسا براي تهیه نمونه باکتري
مراتب تشکر و قدردانی خود را اعلام ،استفاده

.دارندمی
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Abstract
Biomacromolecules of thermophilic organisms are often thermostable. Apart

from high temperature they are also known to withstand denaturants of
extremely acidic and alkaline conditions. Thermostable enzymes have capable
potentioal in the food and paper industries, detergents, drugs, toxic wastes
removal and oil drilling. The enzymes can be produced from the thermophiles
through either optimized fermentation of the microorganisms or cloning of fast-
growing mesophiles by recombinant DNA technology. Metalloproteases are
metal ion dependent protease. Metalloproteases that used in this study was a
zinc-dependent endopeptidase. Metalloprotease gene was cloned from
Anoxybacillus flavithermus. For the amplification of the gene, PCR was
performed. A pair of primers designed with a cleavage site for enzymes XhoI
and NheI and vector pET21a(+) clone was transformed into BL21 host. The
results of the cloned gene sequence analysis showed similarity to the protease
gene different variants of the species Anoxybacillus flavithermus.
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