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Abstract 
Bst DNA polymerase is a key enzyme used in isothermal amplification techniques such as LAMP 

due to its strong strand displacement activity. However, its limited thermal stability and reduced 

efficiency at elevated temperatures pose challenges for its broader application in molecular 

diagnostics. In this study, we employed a combined engineering approach to enhance Bst DNAP 

performance. A fast-folding HP47 domain from villin was fused to the enzyme, significantly 

improving stability and purification efficiency. Additionally, a machine learning algorithm 

(MutCompute) was used to predict stabilizing mutations, leading to a 2.5°C increase in 

denaturation temperature and enabling LAMP reactions to proceed at 73°C, a temperature at which 

Bst 2.0 loses functionality. Furthermore, the engineered variants reduced reaction times by up to 

10 minutes, improving overall efficiency. These findings demonstrate the potential of machine 

learning-driven enzyme engineering to develop highly thermostable enzymes for biotechnology 

and infectious disease diagnostics. 
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و  نیپروتئ یمهندس بیبا ترک مرازیپل Bst DNAو عملکرد  یحرارت یداریبهبود پا
 نیماش یریادگی
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 چکیده
Bst DNA دما مانند هم ریتکث یهامورد استفاده در روش یاصل میآنز مراز،یپلLAMPبالا در  یارشته ینیگزیجا تیقابل لی، به دل

بالا  یدر دماها ییو کاهش کارا نییپا یحرارت یداریمانند پا ییهاتیمحدود حال،نی. بااشودیاستفاده م یصیو تشخ یستیز یکاربردها
 یبرا یبیترک یمهندس کردیرو کیپژوهش،  نیهمراه باشد. در ا ییهاتر با چالشسخت طیاز آن در شرا تفادهموجب شده است که اس

متصل شد که موجب  میبه آنز villin نی( از پروتئHP47) شوندهتاعیسر نیدوم کیارائه شده است. ابتدا،  Bst DNAPبهبود عملکرد 
 یهاجهش ییشناسا ی( براMutCompute) نیماش یریادگی تمیالگور کی ،. سپسگردیدآن  یسازو سهولت خالص یداریپا شیافزا

تا  ونیدناتوراس یدما شیموجب افزا یشیطور افزامنتخب به یها. جهشقرار گرفتاستفاده  ی موردحرارت یداریپا شیمنظور افزابه نهیبه
در  Bst 2.0 کهیدرحال ؛گراد فراهم کردندیدرجه سانت ۷۳ یرا در دما LAMP یهاشدند و امکان انجام واکنش گرادیدرجه سانت ۲.۵

 دهندینشان م هاافتهی نیکاهش دادند. ا قهیدق ۱۰را تا  ریتکث یزمان موردنیاز برا ،شدهیطراح یهاانتیوار ن،یشد. همچن رفعالیدما غ نیا
 صیو تشخ یفناورستیدر ز یاهگسترد یکاربردها تواندیمقاوم به حرارت م یهامیآنز یدر طراح نیماش یریادگیکه استفاده از 

 .داشته باشد یعفون یهایماریب

 ییزاجهش م،یآنز یمهندس ن،یماش یریادگی ،یحرارت یداری، پاLAMPدما، هم ریتکث مراز،یپل Bst DNA ها:کلیدواژه
 یمولکول صیتشخ ،یفناورستیهدفمند، ز
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 مقدمه
( به شودیشناخته م زین Bst DNAPعنوان )که به Geobacillus stearothermophilusاز  I مرازیپل DNA میآنز
دما مورد استفاده هم ریتکث یهاطور گسترده در واکنش( بالا، بهstrand displacementرشته ) ییجاهجاب یژگیو لیدل

دما هم ریواکنش تکث یبرا آلدهیا یانهیرا به گز Bst DNAP ،یژگیو نی(. اAliotta et al., 1996) ردیگیقرار م
مانند  ییهانهیو حساس در زم عیسر یصیروش تشخ کیعنوان کرده است که به لی( تبدLAMPحلقه ) با واسطه

 تی(. مزNotomi et al., 2000; Park et al., 2020به کار گرفته شده است ) SARS-CoV-2 روسیو صیتشخ
LAMP مرازیپل یارهینسبت به واکنش زنج (PCRا )استفاده  ،نیبنابرا ؛ندارد ییدما یهابه چرخه یازیاست که ن نی

 (.Huang et al., 2020تر است )ساده یدانیو م ینیبال یهاطیاز آن در مح
اما  ؛مورد استفاده قرار گرفته است یصیو تشخ یوتکنولوژیب یطور گسترده در کاربردهابه Bst DNAP اگرچه

آن انجام شده است  یکینتیو س یکیزیوفیبهبود خواص ب با هدف میآنز نیا یمهندس یبر رو یمطالعات محدود
(Coulther et al., 2019; Nikoomanzar et al., 2020در تحق .)نیشده در ااعمال راتییتغ شتریب ،یقبل قاتی 

(. Ma et al., 2016; Sandalli et al., 2009فعال آن بوده است ) گاهیخاص در جا یهامحدود به جهش میآنز
 یاختصاص ریغ یهایو کاهش آلودگ ریموجب بهبود سرعت تکث تواندیم میآنز یعملکرد یدما شیافزا حال،نیباا

 Piotrowski etاست ) میدر ساختار آنز دیجد یسازنهیو به یطراح ازمندین مرا نیا .شود LAMP یهادر واکنش
al., 2019.) 

 یحرارت یداریمنظور بهبود پابه Bst DNAP یمهندس یبرا نیماش یریادگیبر  یمبتن کردیرو کیمطالعه،  نیا در
و  یکروساختاریم یهاطیدر مح نهیآم یدهایاس ییایمیتطابق ش یابیشامل ارز یشنهادیآن ارائه شده است. روش پ

. (Torng & Altman, 2017شوند ) میآنز یرتحرا یداریپا شیموجب افزا توانندیاست که م ییهاجهش ینیبشیپ
 زیآمتیلاکتاماز موفق-TEM-1 βو  زومرازیفسفومانوز ا میمانند آنز ییهانیپروتئ یسازنهیبه یقبلًا برا یاستراتژ نیا

 (.Shroff et al., 2020بوده است )
نسبت  یبهتر یحرارت یداریپا ن،یماش یریادگی قیاز طر شدهیطراح یهاانتیکه وار دهدیمطالعه نشان م نیا جینتا
شدند و  گرادیدرجه سانت ۲.۵تا  ونیدناتوراس یدما شیموجب افزا یبیترک یهااز جهش یوالد دارند. برخ میبه آنز

استاندارد  Bst DNAP کهیدرحال ؛فراهم کردند گرادیدرجه سانت ۷۳ یرا در دما LAMP یهاامکان انجام واکنش
بدون  نیماش یریادگیاست که در آن از  ییهانمونه نیاز اول یکیپژوهش  نیا ،یطورکل. بهشودیم رفعالیدما غ نیدر ا

 استفاده شده است. میآنز کی یحرارت یداریپا یسازنهیبه ینظارت برا

 
 HP47 کیالکترواستات یروین نقشه و Br512 یکیگراف شینما. 1شکل  
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 هاو روش  موضوع اتیبر ادب یمرور
 هامواد و معرف

 .Sigma-Aldrich (Stبرخوردار بوده و از شرکت  یلیتحل دیپژوهش از گر نیمورد استفاده در ا ییایمیتمام مواد ش

Louis, MO, USA) یو بافرها یتجار یهامیطور مشخص ذکر شده است. آنزکه به یمگر در موارد ؛نداهشد هیته 
 یشدند. تمام یداریرخ New England Biolabs (NEB, Ipswich, MA, USA)مرتبط از شرکت 

 ,Integrated DNA Technologies (IDT, Coralvilleمورد استفاده از  یژن یهاو بلوک دهایگونوکلئوتیال

IA, USA) شدند. نیتأم 

 آن یهاانتیو وار Br512 میآنز صیتخل
 دی)پلاسم مرازیپل T7 RNAتحت کنترل پروموتر  E. coli یاختصاص یانیوکتور ب کیدر ( ۱)شکل  Br512 ژن

pKAR2یآن به باکتر افتهیجهش یهاانتیو وار دیپلاسم نی( کلون شد. ا E. coli BL21(DE3)  منتقل شده و پس
به  دنیگراد تا رسیدرجه سانت ۳۷ ی( در دماAthena Enzyme Systemsبراث ) وریسوپر طیاز رشد در مح

OD600  مولاریلیم ۱با  نیپروتئ انیب القای ،8/۰-۷/۰حدود IPTG  نیکلیدروتتراسایآنه تریلیلینانوگرم بر م ۱۰۰و 
(aTcدر دما )درجه  ۴در  وژیفیالقاشده با سانتر یهاساعت انجام شد. سلول ۱8ه مدت ب گرادیدرجه سانت ۱8 ی

 مولاریلیم ۳۰۰، (pH 7.5) مولاریلیم ۵۰شامل بافر فسفات  یاختصاص زیو در محلول ل یآورجمع ،گرادیسانت
NaCl ،۲۰ ۱/۰ دازول،یمیا مولاریلیم% Igepal CO-630با  یسلول زیحل شدند. ل ،یپروتئاز یها، و مهارکننده

. دندیگرد صی( تخلNi-NTA) یفلز یبیترک لیم یبا روش کروماتوگراف هانیپروتئ ،انجام شد و سپس ونیکاسیسون
 قرار گرفت. یابیمورد ارز Coomassie یزیآمو رنگ SDS-PAGEبا استفاده از روش  نیخلوص پروتئ

 یو خوانش در زمان واقع LAMP واکنش
 یمرهایالگو، پرا DNAاز  یمشخص ریو با استفاده از مقاد تریکرولیم ۲۵در حجم  LAMP-OSD یهاواکنش

درجه  ۶۵ یها در دماانجام شدند. واکنش Br512و  Bst-LF ،Bst 2.0 یهامیو آنز GAPDHژن  یبرا شدهیطراح
ده و اجرا ش LightCycler 96 (Roche, Basel, Switzerland)در دستگاه  قهیدق ۹۰به مدت  گرادیسانت

پس از اتمام واکنش ثبت  زیذوب ن یهایمنحن ها،میعملکرد آنز سهیمقا یثبت شد. برا FAMفلورسانس در کانال 
 .گردید

 
 DNA یالگوها یبرا LAMP-OSD یهاشیآزما در Bst-LF و Br512 . مقایسه2شکل 
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 هدفمند ییزاجهش
و بر اساس  Q5 Site-Directed Mutagenesis (NEB, E0554S) تیبا استفاده از ک Br512در ژن  ییزاجهش

 شدند. دییتأ Sanger یتوال نییشده با تعاعمال یهاجهش یانجام شد. تمام MutCompute یهاشنهادیپ

 بالا یدر دماها یمیو سنجش عملکرد آنز یحرارت یداریپا آزمون
قبل از انجام  گرادیدرجه سانت 8۰و  ۷۵ یدر دماها هامیآنز افته،یجهش یهاانتیوار یتحمل حرارت یابیارز جهت

( TSA) نیپروتئ یبا استفاده از آزمون انتقال حرارت زین هامیآنز یحرارت یداریپا زانیقرار گرفتند. م LAMPواکنش 
 یهاگنالیشد. س یریگاندازه Protein Thermal ShiftTM (Thermo Fisher, 4461146) یهاو معرف

 لیتحل LightCycler 96افزار ها توسط نرمثبت و داده ،گرادیدرجه سانت ۹۵تا  ۳۷ ییفلورسانس در محدوده دما
 (.۲)شکل  شدند

 نتایج
 میآنز یمهندس یبرا ییعنوان مبنابه Bst DNAPبه  دارکنندهیپا نیدومِـ کیافزودن 

-N یبه انتها villin (HP47) نیاز پروتئ شوندهتاعیسر نیدومِـ کی، Bst DNAPو عملکرد  یداریپا شیافزا جهت
 یسازشد بلکه خالص یحرارت یداریپا شیتنها موجب افزانه ،رییتغ نینشان داد که ا جیمتصل شد. نتا میآنز نالیترم
 یابیباز زانیم انت،یوار نیا صیو تخل انیداد که ب نشان SDS-PAGE یهایبررس ن،یکرد. همچن لیتسه زیرا ن میآنز

 سهیتر در مقاخالص نیپروتئ یبرابر ۳.۵ دیموجب تول راتییتغ نیداده است. ا شیوالد افزا میبا آنز سهیرا در مقا نیپروتئ
 از خود نشان داد. یعملکرد مناسب زین یعملکرد یهاشیشد که در آزما Bst-LFبا 

 LAMP یهادر واکنش Br512عملکرد  یابیارز

 میآنز نینشان داد که ا جیشد. نتا یبررس OSDبا روش  LAMP یهادر واکنش Br512 شدهیمهندس میآنز عملکرد
 Bst با یمشابه ریسرعت تکث Br512 کومول،یپ ۲۰دارد. در غلظت  Bst 2.0و  Bst-LFبهتر از  ایبرابر  یعملکرد

 یهاگنالیس سهیمقا ن،یشد. همچن ریتکث ییموجب کاهش کارا میآنز ترنییپا ریمقاد کهیدرحال ؛نشان داد 2.0
تر و با کوتاه یدما را در زمانهم ریقادر است تکث Br512نشان داد که  DNAمختلف  یلگوهافلورسانس در حضور ا

با  تیاز نظر اختصاص Br512توسط  جادشدهینشان داد که محصولات ا زیذوب ن یمنحن لیدقت بالاتر انجام دهد. تحل
 هستند. کسانی Bst-LFتوسط  جادشدهیمحصولات ا

 
 Br512 میآنز یحرارت یداریپا بر MutCompute یهاجهش . تأثیر3شکل 
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 نیماش یریادگیبا استفاده از  دارکنندهیپا یهاجهش ینیبشیپ

 نیاستفاده شد. ا میآنز یحرارت یداریمطلوب جهت بهبود پا یهاجهش ینیبشیپ یبرا MutCompute تمیالگور از
کرد  نییتع نهیدآمیهر اس ییایمیش یکروسکوپیم یهاطیمح لیمستعد جهش را بر اساس تحل یهاتیموقع ،تمیالگور

(Torng & Altman, 2017از م .)یشنهادیجهش پ ۱۰ انی، ( پنج جهشMut1–Mut5عملکرد مناسب )داشتند و  ی
را نشان  یتحمل حرارت نیشتریب Mut3و  Mut2ها، جهش نیا انیقرار گرفتند. از م یمورد بررس یدر مراحل بعد

 (.۳)شکل  ها انتخاب شدندجهش ریبا سا بیترک یبرا بدین ترتیبدادند و 

 یحرارت یداریپا شیافزا یمنتخب برا یهاجهش بیترک

 نیبهتر ،Mut23 میقرار گرفتند. آنز یابیو مورد ارز هشد جادیا یدیجد یهاانتیمنتخب، وار یهاجهش بیترک با
، Mut123) ییتاسه افتهیجهش انتیواراز خود نشان داد. در مرحله بعد، چهار  یحرارت یهاعملکرد را در آزمون

Mut124 ،Mut234  وMut235انتی( ساخته شد. وار Mut235، یرا نشان داد و برا یحرارت یداریپا نیربالات 
( Tm = 78.1°C) یبالاتر ونیدناتوراس یدما ،دیجد انتیوار نی، اBr512با  سهیانتخاب شد. در مقا شتریب یهالیتحل

 شد. دییتأ زین TSA یهاآمده از روشدستبه یها( داشت که با دادهTm = 75.5°Cوالد ) مینسبت به آنز

 بالاتر یدر دماها شدهیمهندس یهامیآنز عملکرد

( مورد گرادیدرجه سانت ۷۴تا  ۷۲بالاتر ) یدر دماها شدهیمهندس یهاانتیبا استفاده از وار LAMP یهاواکنش
 کهیدرحال ؛تحمل کند گرادیدرجه سانت ۷۲واکنش را تا  تواندیم Br512نشان داد که  جیقرار گرفت. نتا یبررس

Mut235  توانست واکنشLAMP حال،. بااینحفظ کند گرادیدرجه سانت ۷۳ یرا تا دما Bst-LF  وBst 2.0  در
مان موجب کاهش ز شدهیمهندس یهاانتینشان داد که وار ریسرعت تکث زیآنال ن،یشدند. همچن رفعالیدما غ نیا

 مؤثر باشد. یعفون یهایماریب عیسر صیتشخ ییدر بهبود کارا تواندیشدند که م قهیدق ۱۰واکنش تا 

 
 (a-d) گرادیسانت درجه 74 و 73 ،72 در بالا یدما در LAMP GAPDH . آزمایش4شکل 



 75           نیماش یریادگیو  نیپروتئ یمهندس بیبا ترک مرازیپل Bst DNAو عملکرد  یحرارت یداریبهبود پا، رهبر

 یریگجهینتبحث و 
 نیماش یریادگیو  دارکنندهیپا نیدومِـ کیبا استفاده از  نیپروتئ یشامل مهندس یبیترک کردیرو کیمطالعه،  نیدر ا

 نیاز پروتئ HP47 نینشان داد که افزودن دومِـ جیارائه شد. نتا مرازیپل Bst DNA یحرارت یداریپا یسازنهیبه منظوربه
villin  بهBst DNAP یداریپا شیاصلاح موجب افزا نیشد. ا میآنز نیا ریتکث ییو کارا یداریباعث بهبود پا 
 تمیاستفاده از الگور ن،ی. علاوه بر ادیگرد LAMP یهاواکنش ییکارا شیو افزا میآنز یسازخالص لیتسه ،یحرارت

MutCompute بالاتر  ونیدناتوراس یبا دما ییهاانتیوار یمنجر به طراح دارکننده،یپا یهاجهش ینیبشیپ یبرا
(Tm = 78.1°C و کاهش زمان واکنش تا  میدر آنزگراد درجه سانتی ۷۵.۵با  سهیدر مقا )شکل  شد قهیدق ۱۰والد(
۴). 

را  LAMPواکنش  یرا نشان داد و امکان اجرا یتحمل حرارت زانیم نیبالاتر Mut235 انتیخاص، وار طوربه
شدند.  رفعالیدما غ نیدر ا Bst 2.0استاندارد مانند  یهامیآنز کهیدرحال ؛فراهم کرد گرادیدرجه سانت ۷۳ یدر دما
 ی راجیعمل کرده و بهبود تدر یشیصورت افزابه یشنهادیپ یهانشان دادند که جهش یحرارت یهاشیآزما ن،یهمچن
 اند.کرده جادیا میآنز ییو کارا یداریدر پا
 یبه طراح تواندیم نیماش یریادگیو  نیپروتئ یمهندس یهاروش بیکه ترک دهندیدستاوردها نشان م نیا
 ،Bst DNAP یحرارت یداریکمک کند. بهبود پا یصیو تشخ یستیز یکاربردها یبرا شدهیسازنهیبه یهامیآنز

توسعه  یرا برا نهیشود بلکه زم LAMP یهادر روش صیو سرعت تشخ تیحساس شیموجب افزا تواندیتنها منه
 .کندیفراهم م نیز منبعکم یهاطیصرفه در محبهمقرون یصیتشخ یهاروش
 یحرارت یداریپا یسازنهیبه یبدون نظارت برا نیماش یریادگینمونه از کاربرد  نیاول ،پژوهش نیا ،یطورکلبه

 ریسا یمهندس یبرا تواندیبلکه م ستین Bst DNAPتنها محدود به نه ،شدهارائه یاست. استراتژ مرازیپل DNA کی
مقاوم به  یهامیآنز یطراح یرا برا یدیجد ریمس ،هاافتهین ی. اردیمورد استفاده قرار گ زین یستیو ز یصنعت یهامیآنز

 .دهدیارائه م یصیتشخ عیو صنا یپزشک ،یفناورستیبالا در ز ییحرارت و با کارا
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