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بهینه‏سازی کدونی و مقایسه‏ی بیان فاکتور رشد عصبی بتا 
انسانی )β-NGF( بصورت نوترکیب در میزبان‏های باکتریایی 

BL21(DE3) و BL21(DE3)pLysS

مونا سهرابی 1، زهرا حاجی حسن2* ، معصومه رجبی بذل3 

 چکيده 

فاکتــور رشــد عصبــی بتــا )β-NGF( بــرای اولیــن بــار بدلیــل نقــش 
حیاتــی‌اش در رشــد و بقــای ســلول‏های عصبــی مــورد مطالعــه قــرار 
گرفــت. ایــن پروتئیــن کــه بــه خانــواده‌ی نوروتروفین‌هــا تعلــق دارد 
ــر آلزایمــر دارای نقــش  در درمــان بیماری‌هــای تخریــب عصبــی نظی
قابــل ملاحظــه‏ای می‏باشــد. بدیــن منظــور، β-NGF انســانی نوترکیب 
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 از آنجاییکــه β-NGF در ســاختار فعــال و عملکــردی خــود دارای ســه 
E. coli پیوند دی‏ســولفیدی اســت، محیــط احیا کننــده‏ی سیتوپلاســم
بــرای بیــان آن مناســب نمی‌باشــد. بنابرایــن، محیــط اکســید کننــده‌ی 
ــح  ــی صحی ــا تاخوردگ ــراه ب ــد β-NGF هم ــت تولی ــم جه پری‏پلاس

مــورد توجــه قــرار گرفــت.
ــک  ــده از بان ــت آم ــانی بدس ــق، cDNA  β-NGF انس ــن تحقی در ای
اطلاعاتــی NCBI پــس از بهینه‌ســازی کدونــی و ســاب کلونینــگ در 
وکتــور pET39b)+(، حــاوی ژن دی ســولفید ایزومــراز A، بــه روش 
)DE3(BL21 ــویه‌های ــه س ــی( ب ــوک حرارت ــیون )ش ترنسفورماس
pLysS و DE3(BL21( انتقــال یافــت. بیــان همزمــان بــا اســتفاده از 
ــت.  ــورت گرف ــولار IPTG ص ــی م ــت‌ 1 میل ــا غلظ ــر ب ــای پروموت الق
ســپس، محتــوای پروتئینــی اســتخراج شــده از دو ســویه‏ی مذکــور بــا 
اســتفاده از تکنیک‌هــای SDS-PAGE و دات بــات بــا یکدیگر مقایســه 
ــی  ــویه باکتریای ــژه در س ــان، بوی ــده بی ــان دهن ــج نش ــد. نتای گردی

ــد.  ــی باش DE3(BL21( م

واژه هــای کلیــدی: بیــان پری‏پلاســمی، پروتئیــن نوترکیــب، 
E. coli ،فاکتــور رشــد عصبــی
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مقدمه
از  بیــش   )NGF( عصبــی   رشــد  فاکتــور 
پنجــاه ســال قبــل توســط ریتــا مونتالســینی 
Levi-Montalci� �ـد �ـف ش �ـش کش  و همکاران

ni, (1987). ایــن پپتیــد عضــوی از خانــواده‏ی 

نوروتروفین‌هــا  بشــمار می‏آیــد کــه عملکــرد 
تمایــز  و  رشــد  بقــا،  آن‏هــا  بیولوژیکــی 
محیطــی  و  مرکــزی  عصبــی  سیســتم‏های 
 Dechant et al., (2002); Sinder,( می‏باشــد
(1994(. کمپلکــس فاکتور رشــد عصبــی دارای 

 -NGFدو نســخه از هــر یــک از زیرواحدهــای
NGFγ- اســت کــه از میــان  α، β-NGF و 

آن‏هــا دایمــر β-NGF فعالیــت بیولوژیکــی ایــن 
 Fahnestock,( کمپلکــس را بــر عهــده دارد
 1991); Bax et al., (1993); Ibáñez,

(1998(. در ســال 1991 ســاختار ســه‌‌ بعــدی 

ایــن پروتئیــن بــا اســتفاده از کریســتالوگرافی 
اشــعه ایکــس انتشــار یافــت کــه نمایانگــر 
 McDonald et( پیچــش پروتئینــی نوینــی بــود
al., (1991)(. هــر مونومــر β-NGF در ابتــدا 

بصــورت پری-پرو-پروتئیــن بیــان می‏شــود 
کــه پــس از حــذف توالی‏هــای پــری و پــرو، 
 Seidah et بالــغ را بوجــود مــی‏آوردβ-NGF 

al., (1996). مونومــرβ-NGF   بالــغ دارای 

بخــش مرکــزی مرکــب از صفحــات بتــای 
ناهمســو می‏باشــد کــه از یــک طــرف بــه ســه 
لــوپ L4 ،L2 ،L1 و از طــرف دیگــر بــه لــوپ  
L3و یــک موتیــف گــره‌ی سیســتئینی متشــکل 
از ســه پیونــد دی‏ســولفیدی ختــم می‏شــود. 
در  اولین‏بــار  بــرای  کــه  مذکــور  موتیــف 

NGF مشــاهده شــده اســت باعــث پایــداری 

تاخوردگــی و حفــظ ســاختار فضایــی مولکــول 
می‏گــردد. شــایان ذکــر اســت کــه در فــرم 
مونومــر   دو  بیولوژیکــی،  لحــاظ  از  فعــال 
β-NGFهومــو دایمــر همســویی را تشــکیل 

Wiesmann et al., (2001); Wi� )می‌دهنـ�د
.)esmann et al., (1999)

نوروتروفین‌هــا از جملــه NGF بدلیــل نقــش 
اساســی خــود در رشــد و بقــای ســلول‏های 
عصبــی، جهــت درمــان بیماری‏هــای تخریــب 
بیماری‏هــای  و  آلزایمــر  نظیــر  عصبــی 
اســکلروزیس  مالتی‏پــل  ماننــد  خودایمــن 
 Althaus,( مــورد اســتفاده قــرار می‏گیرنــد
Heese et al., (2006) ;(2004(. ایــن پروتئین 

دارای عملکرد‌هــای حائــز اهمیتــی نیــز روی 
ســلول‌های غیــر عصبــی می‏باشــد. بــه بیــان 
دیگــر، بعنــوان فاکتــور بقــای اتوکرینــی بــرای 
دهنــده‌ی  التیــام  خاطــره،   B لنفوســیت‌های 
زخم‌هــا در موش‌هــای ســالم و مبتاــ بــه 
دیابــت و جراحــات مربــوط بــه قرنیــه بــکار 
Torcia et al., (1996); Muang� )مـ�ی‏رود) 
 man et al., (2004); Kawamoto et al.,

.)2004); Lambiase et al., (2012) 

بــا وجــود آنکــه غــدد بزاقــی مــوش نــر بعنــوان 
منبــع طبیعــی و غنــی از فاکتــور رشــد عصبــی 
بشــمار می‏آینــد امــا ایمنی‏زایــی، گرانــی، زمانبــر 
بــودن تخلیــص و بویــژه اســتخراج مخلــوط 
هتــروژن از دایمرهــای نســبتا تخریــب شــده‏، 
اســتفاده از ایــن منبــع را بــرای اهــداف درمانــی به 
گزینــه‏ی نامناســبی تبدیــل نمــوده اســت. لــذا بــه 
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منظــور اســتفاده از ایــن پروتئیــن بعنــوان عامــل 
درمانــی، توجــه دانشــمندان بســوی تولیــد مقادیر 
زیــادی ازβ-NGF  انســانی بصــورت نوترکیــب 
و همــوژن بویــژه در سیســتم‏های پروکاریوتــی 
 .)Rattenholl et al., (2001( جلــب شــده اســت
بنابــر اهمیــت درمانــی ایــن پروتئیــن، از ســال 
1989 تاکنــون تولیــدβ-NGF  انســانی بصــورت 
نوترکیــب بــا اســتفاده از میزبــان هــای مختلــف 
ادامــه یافتــه اســت. بدیــن منظــور، میزبان‏هــای 
 COS، CHO از جملــه یوکاریوتــی مختلفــی 
، ســلول‌های حشــره، مخمــر ساکارومایســز 
ســرویزیه  و ســلول‌های بنیــادی مزانشــیمی 
مغــز اســتخوان خرگــوش مــورد اســتفاده قــرار 
 Bruce et al., (1989); Iwane et al.,( گرفته انــد
 (1990); Barnett et al., (1990); Schmelzer et

al., (1992); Nguyen et al., (1993); Nishiza-

;wa et al., (1993); Fan et al., (2010)(. بیــان 

پروتئیــن مذکــور در سیســتم‏های پروکاریوتــی 
اجســام  بصــورت    E. coliباکتــری نظیــر 
تجمعــی  در سیتوپلاســم و پروتئیــن محلــول در 
فضــای پری‏پلاســمی و همچنیــن در باکتــری 
سرمادوســت ســودوآلتروموناس هالوپلانکتیــس  
در دمــای چهــار درجــه ســانتی‏گراد صــورت 
 Fujimori et al., (1992); Dicou,( گرفتــه اســت
(1992); Kurokawa et al., (2001); Vigenti-

.)ni et al., (2006)

 E. پروکاریوتــی  سیســتم‌  تحقیــق  ایــن  در 
coli بدلیــل ســهولت شــرایط کشــت، تکثیــر 

ســریع و مقــرون بــه صرفــه، کنتــرل آســان 

و بــازده بــالای بیــان مــورد اســتفاده قــرار 
گرفتــه اســت. ناقــل اســتفاده شــده، وکتــور 
 Novagene شــرکت  ســاخت   pET39b(+)

آمریــکا می‏باشــد کــه از ویژگی‌هــای حائــز 
اهمیــت آن می‏تــوان بــه حضــور پروموتــر 
قدرتمنــد T7، توالــی برچســب هیســتیدینی ، 
توالــی پپتیــد نشــانه جهــت صــدور پروتئیــن 
 DsbA ژن  و  پلاســمی  پــری  فضــای  بــه 
بــرای افزایــش حلالیــت و تاخوردگــی صحیــح 
پروتئیــن نوترکیــب در فضــای پری‏پلاســمی 
اشــاره نمــود. بیــان همزمــان آنزیــم اکســیداز 
اکســید  بــه  منجــر  21کیلودالتونــی   DsbA

شــدن سیســتئین‌های موجــود در پروتئیــن 
مــورد نظــر شــده و متعاقبــا تشــکیل پیوندهــای 
دی‏ســولفیدی و تاخوردگــی صحیــح پروتئیــن 
هــدف )β-NGF انســانی( را میســر می‌ســازد 

 .)Berkmen, (2012(

مواد استفاده شده و روش‌ کار
و   BL21(DE3)pLysS ســویه‏های 
BL21(DE3) بعنــوان میزبان‏هــای باکتریایــی 

خریــداری  آمریــکا   Novagene شــرکت  از 
 RNA ژن  دارای  ســویه  دو  هــر  شــدند. 
پلیمــراز T7 قابــل القــاء بــا IPTG 1 می‌باشــند. 
 T7 لیزوزیــم ،pLysS ســویه‌ی دارای پلاســمید
 RNA را کــد می‌کنــد کــه مهارکننــده‌ی طبیعــی
پلیمــراز T7 بــوده و بیــان پایــه‌ای ژن‏هــای 
هــدف تحــت کنتــرل پروموتــر T7 را ســرکوب 

می‌نمایــد. 
1  isopropyl thio-β-D-galactoside
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وکتــور(+)pET39b  بعنــوان وکتــور بیانــی از 
شــرکت Novagene آمریــکا خریــداری شــد. 
 ،T7 ایــن وکتــور حــاوی پروموتــر قدرتمنــد
توالــی برچســب هیســتیدینی، توالــی پپتیــد 
نشــانه و ژن DsbA جهــت تشــکیل پیوندهــای 
دی‏ســولفیدی صحیــح در محیــط پری‏پلاســم 

باکتــری می‏باشــد.

 cDNA توالــی  کدون‏هــای  بهینه‌ســازی 
ژن β-NGF انســانی، انجــام کلونینــگ و 
 E.ــان در ــور بی ــه منظ ــیون ب ترنسفورماس

 coli
بانــک  از  بالــغ   β-NGF ژن    cDNAتوالــی
از  پــس  شــد.  اســتخراج   NCBI اطلاعاتــی 
جایگزینــی کدون‌هــای نــادر موجــود در آن 
بــا کدون‏هــای ترجیحــی و مــورد اســتفاده 
درصــد  توزیــع  بهینه‏ســازی   ،E. coli در 
کدون‏هــا و محتــوای GC انجــام شــد. ســپس 
توالــی β-NGF انســانی توســط شــرکت شــاین 
جیــن )کشــورچین( ســنتز و بــا اســتفاده از 
آنزیم‌هــای محدودالاثــر XhoI و BamHI  در 
Sam� �ـد)  �ـون گردی �ـاب کل �ـور س �ـور مذک )وکت

 .)brook et al., 2001

از  اســتفاده  وکتــور  pET39b-hNGFبــا 
روش ترنسفورماســیون شــوک حرارتــی در 
حضــور کلریــد کلســیم بصــورت جداگانــه 
و  یافــت  انتقــال  مذکــور  ســویه‌ی  دو  بــه 
ســلول‏ها در محیــط LB 1 دارای آنتی‏بیوتیــک‌ 
کانامایســین بــا غلظــت ‌mg/ml 70 کشــت و 
1 Luria-Bertani medium

 .)Sambrook et al., 2001( غربالگــری شــدند
کانامایســین  آنتی‏بیوتیــک‌  و  کشــت  محیــط 
از شــرکت Sigma آمریــکا خریــداری شــدند. 
ســپس جهــت تأییــد صحــت کلونینــگ توالــی 
360 جفــت بــازی ژن مــورد نظــر، اســتخراج 
پلاســمید از هــر یــک از دو ســویه‏ی مذکــور 
صــورت گرفــت و بــه منظــور دســت‌یابی بــه 
پلاســمید خالــص و عــاری از آلودگی‌هایــی 
تجــاری  کیــت  از   RNA و  پروتئیــن  نظیــر 
تخلیــص پلاســمید )خریــداری شــده از شــرکت 
Bioneer کــره( اســتفاده شــد. پلاســمیدهای 

 T7اســتخراج شــده بــا اســتفاده از پرایمــر
فنــاوران  ژن  شــرکت  توســط   terminator

گردیدنــد. توالی‏یابــی 

بیــان پروتئیــن نوترکیــب β-NGF انســانی 
و   BL21(DE3)pLysS ســویه‌ی  دو  در 

)BL21(DE3
یــک  هــر  شــبانه‏ی  کشــت  از   %1 میــزان 
و   BL21(DE3)pLysS ســویه‏های  از 
 pET39b::hNGF ناقــل وکتــور BL21(DE3)

در محیــط LB دارای آنتی‏بیوتیــک‌ کانامایســین 
و دمــای 37 درجــه ســانتی‏گراد تــا رســیدن بــه 
OD2  0/7-0/5 در طــول مــوج 600 نانومتــر 

کشــت داده شــد. بیــان در شــرایط بهینــه بــا 
 IPTG مــولار  میلــی   1 غلظــت  از  اســتفاده 
)خریــداری شــده از شــرکت Sigma آمریــکا( 
در دمــای 30 درجــه ســانتی‏گراد بــه مــدت 4 
ســاعت در هــر دو ســویه انجــام شــد. پــس از 
2 Optical Density
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اتمــام مــدت زمــان بیــان، ســلول‏ها بــه مــدت 
15 دقیقــه درrpm  3500 و دمــای 4 درجــه 
ســانتی‏گراد ســانتریفوژ و جمــع آوری شــدند. 
در نهایــت، کل محتــوای پروتئینــی تولیــد شــده 
افــزودن اوره 8  ایــن دو ســویه توســط  در 
 Merck مــولار )خریــداری شــده از شــرکت
آلمــان( اســتخراج گردیــد. بدیــن منظــور پــس از 
افــزودن اوره بــه رســوب ســلولی، ســلول هــا 
توســط حمــام اولتراســونیک شکســته شــده و 
سوسپانســیون ســلولی حاصلــه در 37 درجــه 
ســانتیگراد بصــورت شــبانه انکوبــه گردیــد. 
پــس از ســپری شــدن مدت زمــان انکوباســیون، 
سوسپانســیون حاصلــه در  rpm 13000 بــه 
مــدت 15 دقیقــه در دمــای 4 درجــه ســانتی گراد 
ســانتریوفوژ گردیــد. محلــول رویــی حــاوی کل 
محتــوای پروتئینــی باکتــری اســت کــه بــرای 

آنالیزهــای بعــدی نگهــداری شــد.
بررســی بیــان پروتئیــن نوترکیــب بــا اســتفاده 

از ژلSDS-PAGE  و روش دات باــت
بــه منظــور الکتروفــورز نمونــه هــای پروتئینــی 
 SDS-اســتخراج شــده از روش لاملــی و ژل

رنــگ  شــد.  اســتفاده  درصــد   12  PAGE

آمیــزی بــا کوماســی بلــوR250  )خریــداری 
شــده از شــرکت Merck آلمــان( انجــام شــد 

.Laemmli, 1970)(
همچنیــن نمونه‌هــای پروتئینــی اســتخراج شــده 
روی کاغــذ نیتروســلولز )خریــداری شــده از 
شــرکت Millipore آمریــکا( لکــه گــذاری شــدند. 
ســپس نقــاط غیــر اختصاصــی موجــود بــر روی 

 TBS-T کاغــذ توســط بافــر بلوکــه کننــده‏ی
  w/vحــاوی  )(Tris-HCl, NaCl, Tween20

3% ژلاتیــن بلوکــه گردیدنــد. پــس از انجــام ســه 

مرحلــه شستشــو بــا بافــر TBS-T، آنتی‏بــادی 
مونو‏کلونــال ضــد His-tag متصــل بــه آنزیــم 
 Sigma از شــرکت 1HRP  )خریــداری شــده 

آمریــکا( بــا رقــت 1:1000 مــورد اســتفاده قــرار 
گرفــت. در نهایــت، کاغــذ بــا سوبســترای رنگــی 
 Biobasic خریــداری شــده از شــرکت( DAB

کانــادا( در حضــور پــر اکســید هیــدروژن بعنوان 
سوبســترای آنزیــم در محیــط تاریک انکوبه شــد.

نتایج 
ــی cDNA ژن  ــای توال ــازی کدون‏ه بهینه‌س

β-NGF انســانی

 β-NGF ژن  جملــه  از  هترولــوگ  ژن‏‏هــای 
انســانی دارای کدون‏هایــی هســتند کــه کمتــر 
لــذا  اســتفاده می‏شــوند  باکتری‏هــا  توســط 
جهــت جلوگیــری از کاهــش کارایــی فراینــد 
کدون‏هایــی  بــا  نــادر  کدون‏هــای  ترجمــه، 
کــه بــرای باکتــریE .coli  بیشــترین تمایــل 
اســتفاده را دارنــد، جایگزیــن شــدند زیــرا در 
ایــن میزبــان،  ‌tRNAهــای شــارژ شــده بــا 
آمینــو اســید، بــرای آن کدون‌هــا فراوان‌تــر 
می‌باشــند. در نتیجــه، شــاخص انطبــاق کدونــی 
CAI( 2( بیــن ژن مــورد نظــر و میزبــان مذکــور 

از 0/65  به 0/88 ارتقاء یافت )نمودار 1 و 2(.
 ،mRNA همچنیــن جهــت افــزودن نیمــه‌ عمــر

1 Horse Radish Peroxidase

2 Codon Adaptation Index
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نامطلــوب  پیک‌هــای  و   GC محتــوای 
بهینه‌ســازی شــدند و ســاختارهای ســاقه-

حلقــه کــه کارایــی اتصــال ریبــوزوم و پایداری 
می‌دهنــد،  قــرار  تاثیــر  تحــت  را   mRNA

شکســته شــدند )نمــودار 3(.

)شــکل 1( مقایســه ای از توالی بهینه شــده را با 
قبــل از بهینــه ســازی نشــان می دهــد. همانطور 
کــه ملاحظــه میشــود بازهــای تغییــرداده شــده 
بــه رنــگ قرمــز در شــکل نشــان داده شــده اند.
 NGF ــل ژن ــور حام ــیون وکت ترنسفورماس

نمــودار 1: توزیــع فراوانــی ترجیــح کدونــی در طــول توالــی ژن β-NGF انســانی. شــاخص انطبــاق کدونــی 
کامــل در ارگانیســم بیانــی مــورد نظــر عــدد 1 در نظــر گرفتــه شــده اســت، بنابرایــن عــدد بزرگتــر از 8/0 مطلــوب 
بــوده و نشــان‌دهنده‌ی ســطح بــالای بیــان ژن می‌باشــد. قســمت A و B بــه ترتیــب، قبــل و بعــد از بهینه‏ســازی 

را نشــان می‏دهنــد.

AB

نمــودار 2: توزیــع درصــد کدون‌هــا. بــرای کدونــی کــه در مــورد یــک آمینــو اســید بیشــترین فراوانــی اســتفاده 
را در ارگانیســم بیانــی مــورد نظــر دارد، مقــدار 100 در نظــر گرفتــه شــده اســت. قســمت A و B بــه ترتیــب، قبــل 

و بعــد از بهینــه ‏ســازی را نشــان می‏دهنــد.

AB
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 BL21(DE3)pLysS بــه درون باکتری هــای
و )BL21(DE3 و تأییــد صحــت کلونینــگ 

ترنسفورماســیون مطابــق روش ذکــر شــده 
در قســمت روش هــا انجــام شــد. بــه منظــور 
تأییــد حضــور قطعــه ژنــی NGF در داخــل 

وکتــور، از روش توالــی یابــی اســتفاده شــد. 
)شــکل 2( نتیجــه توالــی یابــی را نشــان مــی 
دهــد. همانطــور کــه ملاحظــه میشــود قطعــه 
مــورد نظــر بطــور کامــل و بــا جهــت گیــری 
صحیــح بــه درون وکتــور وارد شــده اســت.

نمودار 3 : محدوده‌ی درصد ایده‌آل برای GC بین 30 تا 70 درصد می‌باشد. پیک‌های درصد GC در هر 60 
جفت باز حذف شد. قسمت A و B به ترتیب، قبل و بعد از بهینه ‏سازی را نشان می‏دهند.

AB

شکل 1 : توالی بخش بالغ ژن β-NGF انسانی پس از انجام تغییرات در مقایسه با حالت اولیه. بازهای تغییرداده 
شده به رنگ قرمز نشان داده شده اند.
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 β-NGF بررســی بیــان پروتئیــن نوترکیــب
BL21(DE3) میزبان‏هــای  در  انســانی 
بــا  القــا  از  پــس   BL21(DE3( و   pLysS

ــتفاده  ــا اس ــولار IPTG ب ــی م ــت‌ 1 میل غلظ
SDS-PAGE از 

 پــس از بیــان پروتئیــن تحــت شــرایط ذکــر 
شــده در قســمت روش هــا و اســتخراج کل 
محتــوای پروتئینــی، نمونه‌هــا بــر روی ژل 
SDS-PAGE  12 درصــد الکتروفــورز شــدند. 

پروتئیــن بیــان شــده، فیــوژن پروتئینــی از 

 DsbA انســانی و آنزیــم اکســیداز β-NGF

می‏باشــد. بنابرایــن بانــد مــورد نظــر مــی 
)وزن   42-44  kDa محــدوده‌ی  در  بایســت 
مولکولــی آنزیــم DsbA 21 کیلودالتــون مــی 

باشــد( مشــاهده شــود. 
 B و A همانطــور کــه در )شــکل 3( قســمت
مشــاهده می‌شــود در محــدوده‏ی ذکــر شــده 
بیــن نمونــه هــای بیــان و کنتــرل )پروتئیــن 
هــای اســتخراج شــده از باکتری حــاوی وکتور 
و بــدون القاگــر( در هــر یــک باکتری‏هــای 

شکل2 : تعیین توالی پلاسمید pET39b(+)::hβNGF با استفاده از پرایمر T7 terminator.  ژن مورد نظر با خط 
مشکی مشخص شده است.
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BL21(DE3)pLysS و BL21(DE3) تفــاوت 

خاصــی بنظــر نمی‏رســد.

ــتفاده از  ــا اس ــان ب ــی بی ــی اختصاص بررس
ــات روش دات ب

بدلیــل عــدم مشــاهده‏ی تفــاوت بــر روی ژل‏ 
الکتروفــورز، از روش اختصاصــی تر دات بلات 
اســتفاده شــد. بدیــن منظــور 8 میکرولیتــر از 
پروتئیــن هــای اســتخراج شــده از هر دو ســویه 
باکتــری بــدون القــا بــا القاگــر و پــس از القــا بــا 
القاگــر IPTG  بــه همــراه کل محتــوای پروتئینی 
BL21(DE3)اســتخراج شــده از باکتری‏هــای

pET� فاقــد پلاســمیدBL21(DE3) و  pLysSS

کاغــذ  روی  منفــی(   39b::hNGF)کنتــرل 

نیتروســلولز لکــه گــذاری شــدند. شــکل 4 نتیجه 
تســت فــوق را نشــان مــی دهــد. همانطــور کــه 
ملاحظــه میشــود محتــوای پروتئینــی اســتخراج 
شــده از باکتــری BL21(DE3)pLysS القــا 
شــده بــا IPTG بصــورت لکــه ای کمرنــگ 
ظاهــر شــده اســت کــه نشــان دهنــده اتصــال و 
واکنــش اختصاصــی آنتــی بــادی مونوکلونــال 
ضــد  his-tagبــا پروتئیــن hNGF بیــان شــده 
مــی باشــد. در حالیکــه پروتئین‌هــای اســتخراج 
شــده از کنتــرل منفــی بــدون القاگــر و کنتــرل 

A B

 SDS-PAGE 12 طــرح الکتروفــورزی کل محتــوای پروتئینــی اســتخراج شــده روی ژل - A شــکل 3: قســمت
 .BL21(DE3)pLysS درصــد رنــگ آمیــزی شــده بــا کوماســی بلــو مربــوط بــه باکتــری

)1( بیان پس از القا با غلظت 1 میلی مولار IPTG در دمای 30 درجه سانتی‏گراد به مدت 4 ساعت 
)2( کنترل بدون القاگر 

)M( مارکر وزن مولکولی پروتئین
قســمت B - طــرح الکتروفــورزی کل محتــوای پروتئینــی اســتخراج شــده روی ژل SDS-PAGE 12 درصــد 

 .BL21(DE3( رنــگ آمیــزی شــده بــا کوماســی بلــو مربــوط بــه باکتــری
)1( بیان در حضور غلظت1 میلی مولار IPTG در دمای 30 درجه سانتی‏گراد و به مدت 4 ساعت

)2(  کنترل بدون القاگر
)M( کنترل مثبت )β-NGF تجاری(
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منفــی بــدون پلاســمید، بی‌رنــگ بودنــد.
محتــوای پروتئینــی اســتخراج شــده از دو کلنــی 
متفــاوت BL21(DE3) القــا شــده، بســیار پــر 
رنــگ بودنــد. همچنیــن پروتئین‌هــای اســتخراج 
شــده از کنتــرل منفــی بــدون القاگــر نیــز تــا 
حــدودی رنــگ گرفتــه بودنــد. درحالیکــه کنتــرل 
منفــی بــدون پلاســمید، فاقــد رنــگ بود. مقایســه 
ایــن نتایــج نشــان دهنــده میــزان بــالای بیــان در 
باکتــری BL21(DE3) در مقایســه بــا باکتــری 

BL21(DE3)pLysS مــی باشــد.  

بحث و نتیجه‏گیری
همانطور که اشــاره شــد پروتئین β-NGF انسانی 
نیازمنــد تشــکیل صحیح ســه پیوند دی‎‏ســولفیدی 
در ســاختار عملکــردی خــود می‏باشــد کــه ایــن 
مســئله منجر بــه دشــواری بیــان پروتئیــن مذکور 
می‏گــردد. بعاــوه، پلاســمید pLysS موجــود 
در ســویه‏ی میزبانــی BL21(DE3)pLysS بــا 
تولیــد لیزوزیــم T7 باعــث مهــار RNA پلیمــراز 
T7 شــده و در نهایــت از بیــان پایــه‌ای و نشــتی 

 T7 انســانی تحــت کنتــرل پروموتــر β-NGF ژن‏
جلوگیــری می‌نمایــد. بــا در نظــر گرفتــن ایــن دو 
مســئله و طبــق داده‏هــای بدســت آمــده در ایــن 
تحقیــق، ســویه‏ی BL21(DE3)pLysS بــرای 
بیــان نوترکیــب β-NGF انســانی میزبان مناســبی 
نمی‏باشــد. بــه همیــن دلیــل، در نمونــه دات باــت 
القــا شــده‏ی آن، رنــگ قابــل ملاحظــه‏ای مشــاهده 
نشــد و نمونــه‏ی القــا نشــده )IPTG منفــی( 
نیــز بی‏رنــگ باقی‏‏مانــد. در مقابــل، ســویه‏ی 
BL21(DE3) بعنــوان ســویه‏ی مطلــوب جهــت 

تولیــد پری‏پلاســمی معرفــی می‏گــردد.

سپاسگزاری
تحقیــق حاضــر بــا حمایــت مالــی دانشــگاه 
تهــران از دکتــر زهــرا حاجــی حســن تحــت 
شــماره گرنــت   02/06/28669انجــام شــده 
اســت. همچنین نویســندگان از ســتاد ســلولهای 
بنیــادی ریاســت جمهــوری بــه دلیــل حمایــت 
مالــی بــه منظــور انجــام ایــن پــروژه تشــکر و 

قدردانــی مــی نماینــد. 

شــکل4: طــرح دات باــت پروتئیــن هــای اســتخراج شــده از ســویه هــای باکتریایــی )DE3)pLysS و DE3 بــا اســتفاده از 
 .his-tag آنتــی بــادی مونوکلونــال ضــد

)DE3)pLysS 1- وکتور منفی
)DE3)pLysS(منفی IPTG -2

)DE3)pLysS(3- بیان
DE3 4- وکتورمنفی

DE3 منفی IPTG -5
DE3 6 و 7- دو کلنی متفاوت از بیان
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