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بهینه سازی كدونی و مقايسه ی بیان فاكتور رشد عصبی بتا 
انسانی )β-NGF( بصورت نوتركیب در میزبان های باكتريايی 

BL21(DE3) و BL21(DE3)pLysS

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

 چکیده 

فاكتــور رشــد عصبــی بتــا (β-NGF( بــرای اولیــن بــار بدلیــل نقــش 
حیاتــی اش در رشــد و بقــای ســلول های عصبــی مــورد مطالعــه قــرار 
گرفــت. ايــن پروتئیــن كــه بــه خانــواده ی نوروتروفین هــا تعلــق دارد 
ــر آلزايمــر دارای نقــش  در درمــان بیماری هــای تخريــب عصبــی نظی
قابــل ملاحظــه ای می باشــد. بديــن منظــور، β-NGF انســانی نوتركیب 
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 از آنجايیکــه β-NGF در ســاختار فعــال و عملکــردی خــود دارای ســه 
E. coli پیوند دی ســولفیدی اســت، محیــط احیا كننــده ی سیتوپلاســم
بــرای بیــان آن مناســب نمی باشــد. بنابرايــن، محیــط اكســید كننــده ی 
ــح  ــی صحی ــا تاخوردگ ــراه ب ــد β-NGF هم ــت تولی ــم جه پری پلاس

مــورد توجــه قــرار گرفــت.
ــک  ــده از بان ــت آم ــانی بدس ــق، cDNA  β-NGF انس ــن تحقی در اي
اطلاعاتــی NCBI پــس از بهینه ســازی كدونــی و ســاب كلونینــگ در 
وكتــور pET39b(+)، حــاوی ژن دی ســولفید ايزومــراز A، بــه روش 
(DE3)BL21 ــويه های ــه س ــی( ب ــوک حرارت ــیون )ش ترنسفورماس
pLysS و BL21(DE3) انتقــال يافــت. 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 ســويه ی مذكــور بــا 
اســتفاده از تکنیک هــای SDS-PAGE و دات بــلات بــا يکديگر مقايســه 
ــی  ــويه باكترياي ــژه در س ــان، بوي ــده بی ــان دهن ــج نش ــد. نتاي گردي

ــد.  ــی باش BL21(DE3) م

واژه هــای کلیــدی: بیــان پری پلاســمی، پروتئیــن نوتركیــب، 
E. coli ،فاكتــور رشــد عصبــی
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مقدمه
از  بی��ش   )NGF( عصب��ی   رش��د  فاکت��ور 
پنج��اه س��ال قب��ل توس��ط ریت��ا مونتالس��ینی 
Levi-Montalci-  و همکاران��ش کش��ف ش��د

ni, (1987). ای��ن پپتی��د عض��وی از خان��واده ی 

نوروتروفین ه��ا  بش��مار می آی��د ک��ه عملک��رد 
تمای��ز  و  رش��د  بق��ا،  آن ه��ا  بیولوژیک��ی 
محیط��ی  و  مرک��زی  عصب��ی  سیس��تم های 
 Dechant et al., (2002); Sinder,( می باش��د
(1994(. کمپلک��س فاکتور رش��د عصب��ی دارای 

 -NGFدو نس��خه از ه��ر ی��ک از زیرواحده��ای
NGFγ- اس��ت ک��ه از می��ان  α، β-NGF و 

آن ه��ا دایم��ر β-NGF فعالی��ت بیولوژیک��ی ای��ن 
 Fahnestock,( کمپلک��س را ب��ر عه��ده دارد
 1991); Bax et al., (1993); Ibáñez,

(1998(. در س��ال 1991 س��اختار س��ه   بع��دی 

ای��ن پروتئی��ن ب��ا اس��تفاده از کریس��تالوگرافی 
اش��عه ایک��س انتش��ار یاف��ت ک��ه نمایانگ��ر 
 McDonald et( پیچ��ش پروتئین��ی نوین��ی ب��ود
al., (1991)(. ه��ر مونوم��ر β-NGF در ابت��دا 

بص��ورت پری-پرو-پروتئی��ن بی��ان می ش��ود 
ک��ه پ��س از ح��ذف توالی ه��ای پ��ری و پ��رو، 
 Seidah et بال��غ را بوج��ود م��ی آوردβ-NGF 

al., (1996). مونوم��رβ-NGF   بال��غ دارای 

بخ��ش مرک��زی مرک��ب از صفح��ات بت��ای 
ناهمس��و می باش��د ک��ه از ی��ک ط��رف ب��ه س��ه 
ل��وپ L4 ،L2 ،L1 و از ط��رف دیگ��ر ب��ه ل��وپ  
L3و ی��ک موتی��ف گ��ره ی سیس��تئینی متش��کل 
از س��ه پیون��د دی س��ولفیدی خت��م می ش��ود. 
در  اولین ب��ار  ب��رای  ک��ه  مذک��ور  موتی��ف 

NGF مش��اهده ش��ده اس��ت باع��ث پای��داری 

تاخوردگ��ی و حف��ظ س��اختار فضای��ی مولک��ول 
می گ��ردد. ش��ایان ذک��ر اس��ت ک��ه در ف��رم 
مونوم��ر   دو  بیولوژیک��ی،  لح��اظ  از  فع��ال 
β-NGFهوم��و دایم��ر همس��ویی را تش��کیل 

Wiesmann et al., (2001); Wi- )می دهن��د
.)esmann et al., (1999)

نوروتروفین ه��ا از جمل��ه NGF بدلی��ل نق��ش 
اساس��ی خ��ود در رش��د و بق��ای س��لول های 
عصب��ی، جه��ت درم��ان بیماری ه��ای تخری��ب 
بیماری ه��ای  و  آلزایم��ر  نظی��ر  عصب��ی 
اس��کلروزیس  مالتی پ��ل  مانن��د  خودایم��ن 
 Althaus,( م��ورد اس��تفاده ق��رار می گیرن��د
Heese et al., (2006) ;(2004(. ای��ن پروتئین 

دارای عملکرد ه��ای حائ��ز اهمیت��ی نی��ز روی 
س��لول های غی��ر عصب��ی می باش��د. ب��ه بی��ان 
دیگ��ر، بعن��وان فاکت��ور بق��ای اتوکرین��ی ب��رای 
دهن��ده ی  التی��ام  خاط��ره،   B لنفوس��یت های 
زخم ه��ا در موش ه��ای س��الم و مبت��لا ب��ه 
دیاب��ت و جراح��ات مرب��وط ب��ه قرنی��ه ب��کار 
Torcia et al., (1996); Muang- )م��ی رود 
 man et al., (2004); Kawamoto et al.,

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

ب��ا وج��ود آنک��ه غ��دد بزاق��ی م��وش ن��ر بعن��وان 
منب��ع طبیع��ی و غن��ی از فاکت��ور رش��د عصب��ی 
بش��مار می آین��د ام��ا ایمنی زای��ی، گران��ی، زمانب��ر 
ب��ودن تخلی��ص و بوی��ژه اس��تخراج مخل��وط 
هت��روژن از دایمره��ای نس��بتا تخری��ب ش��ده ، 
اس��تفاده از ای��ن منب��ع را ب��رای اه��داف درمان��ی به 
گزین��ه ی نامناس��بی تبدی��ل نم��وده اس��ت. ل��ذا ب��ه 
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منظ��ور اس��تفاده از ای��ن پروتئی��ن بعن��وان عام��ل 
درمان��ی، توج��ه دانش��مندان بس��وی تولی��د مقادیر 
زی��ادی ازβ-NGF  انس��انی بص��ورت نوترکی��ب 
و هم��وژن بوی��ژه در سیس��تم های پروکاریوت��ی 
 .)Rattenholl et al., (2001( جل��ب ش��ده اس��ت
بناب��ر اهمی��ت درمان��ی ای��ن پروتئی��ن، از س��ال 
1989 تاکن��ون تولی��دβ-NGF  انس��انی بص��ورت 
نوترکی��ب ب��ا اس��تفاده از میزب��ان ه��ای مختل��ف 
ادام��ه یافت��ه اس��ت. بدی��ن منظ��ور، میزبان ه��ای 
 COS، CHO از جمل��ه یوکاریوت��ی مختلف��ی 
، س��لول های حش��ره، مخم��ر ساکارومایس��ز 
س��رویزیه  و س��لول های بنی��ادی مزانش��یمی 
مغ��ز اس��تخوان خرگ��وش م��ورد اس��تفاده ق��رار 
 Bruce et al., (1989); Iwane et al.,( گرفته ان��د
 (1990); Barnett et al., (1990); Schmelzer et

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

;wa et al., (1993); Fan et al., (2010)(. بی��ان 

پروتئی��ن مذک��ور در سیس��تم های پروکاریوت��ی 
اجس��ام  بص��ورت    E. coliباکت��ری نظی��ر 
تجمع��ی  در سیتوپلاس��م و پروتئی��ن محل��ول در 
فض��ای پری پلاس��می و همچنی��ن در باکت��ری 
سرمادوس��ت س��ودوآلتروموناس هالوپلانکتی��س  
در دم��ای چه��ار درج��ه س��انتی گراد ص��ورت 
 Fujimori et al., (1992); Dicou,( گرفت��ه اس��ت
(1992); Kurokawa et al., (2001); Vigenti-

.)ni et al., (2006)

 E. پروکاریوت��ی  سیس��تم   تحقی��ق  ای��ن  در 
coli بدلی��ل س��هولت ش��رایط کش��ت، تکثی��ر 

س��ریع و مق��رون ب��ه صرف��ه، کنت��رل آس��ان 

و ب��ازده ب��الای بی��ان م��ورد اس��تفاده ق��رار 
گرفت��ه اس��ت. ناق��ل اس��تفاده ش��ده، وکت��ور 
 Novagene ش��رکت  س��اخت   pET39b(+)

آمری��کا می باش��د ک��ه از ویژگی ه��ای حائ��ز 
اهمی��ت آن می ت��وان ب��ه حض��ور پروموت��ر 
قدرتمن��د T7، توال��ی برچس��ب هیس��تیدینی ، 
توال��ی پپتی��د نش��انه جه��ت ص��دور پروتئی��ن 
 DsbA ژن  و  پلاس��می  پ��ری  فض��ای  ب��ه 
ب��رای افزای��ش حلالی��ت و تاخوردگ��ی صحی��ح 
پروتئی��ن نوترکی��ب در فض��ای پری پلاس��می 
اش��اره نم��ود. بی��ان همزم��ان آنزی��م اکس��یداز 
اکس��ید  ب��ه  منج��ر  21کیلودالتون��ی   DsbA

ش��دن سیس��تئین های موج��ود در پروتئی��ن 
م��ورد نظ��ر ش��ده و متعاقب��ا تش��کیل پیونده��ای 
دی س��ولفیدی و تاخوردگ��ی صحی��ح پروتئی��ن 
ه��دف )β-NGF انس��انی( را میس��ر می س��ازد 

 .)Berkmen, (2012(

مواد استفاده شده و روش  كار
و   BL21(DE3)pLysS س��ویه های 
BL21(DE3) بعن��وان میزبان ه��ای باکتریای��ی 

خری��داری  آمری��کا   Novagene ش��رکت  از 
 RNA ژن  دارای  س��ویه  دو  ه��ر  ش��دند. 
پلیم��راز T7 قاب��ل الق��اء ب��ا IPTG 1 می باش��ند. 
 T7 لیزوزی��م ،pLysS س��ویه ی دارای پلاس��مید
 RNA را ک��د می کن��د ک��ه مهارکنن��ده ی طبیع��ی
پلیم��راز T7 ب��وده و بی��ان پای��ه ای ژن ه��ای 
ه��دف تح��ت کنت��رل پروموت��ر T7 را س��رکوب 

می نمای��د. 
1  isopropyl thio-β-D-galactoside
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وکت��ور(+)pET39b  بعن��وان وکت��ور بیان��ی از 
ش��رکت Novagene آمری��کا خری��داری ش��د. 
 ،T7 ای��ن وکت��ور ح��اوی پروموت��ر قدرتمن��د
توال��ی برچس��ب هیس��تیدینی، توال��ی پپتی��د 
نش��انه و ژن DsbA جه��ت تش��کیل پیونده��ای 
دی س��ولفیدی صحی��ح در محی��ط پری پلاس��م 

باکت��ری می باش��د.

 cDNA توالــی  كدون هــای  بهینه ســازی 
ژن β-NGF انســانی، انجــام كلونینــگ و 
 E.ــان در ــور بی ــه منظ ــیون ب ترنسفورماس

 coli
بان��ک  از  بال��غ   β-NGF ژن    cDNAتوال��ی
از  پ��س  ش��د.  اس��تخراج   NCBI اطلاعات��ی 
جایگزین��ی کدون ه��ای ن��ادر موج��ود در آن 
ب��ا کدون ه��ای ترجیح��ی و م��ورد اس��تفاده 
درص��د  توزی��ع  بهینه س��ازی   ،E. coli در 
کدون ه��ا و محت��وای GC انج��ام ش��د. س��پس 
توال��ی β-NGF انس��انی توس��ط ش��رکت ش��این 
جی��ن )کش��ورچین( س��نتز و ب��ا اس��تفاده از 
آنزیم ه��ای محدودالاث��ر XhoI و BamHI  در 
Sam- )وکت��ور مذک��ور س��اب کل��ون گردی��د 

 .)brook et al., 2001

از  اس��تفاده  وکت��ور  pET39b-hNGFب��ا 
روش ترنسفورماس��یون ش��وک حرارت��ی در 
حض��ور کلری��د کلس��یم بص��ورت جداگان��ه 
و  یاف��ت  انتق��ال  مذک��ور  س��ویه ی  دو  ب��ه 
س��لول ها در محی��ط LB 1 دارای آنتی بیوتی��ک  
کانامایس��ین ب��ا غلظ��ت mg/ml  70 کش��ت و 
1 Luria-Bertani medium

 .)Sambrook et al., 2001( غربالگ��ری ش��دند
کانامایس��ین  آنتی بیوتی��ک   و  کش��ت  محی��ط 
از ش��رکت Sigma آمری��کا خری��داری ش��دند. 
س��پس جه��ت تأیی��د صح��ت کلونین��گ توال��ی 
360 جف��ت ب��ازی ژن م��ورد نظ��ر، اس��تخراج 
پلاس��مید از ه��ر ی��ک از دو س��ویه ی مذک��ور 
ص��ورت گرف��ت و ب��ه منظ��ور دس��ت یابی ب��ه 
پلاس��مید خال��ص و ع��اری از آلودگی های��ی 
تج��اری  کی��ت  از   RNA و  پروتئی��ن  نظی��ر 
تخلی��ص پلاس��مید )خری��داری ش��ده از ش��رکت 
Bioneer ک��ره( اس��تفاده ش��د. پلاس��میدهای 

 T7اس��تخراج ش��ده ب��ا اس��تفاده از پرایم��ر
فن��اوران  ژن  ش��رکت  توس��ط   terminator

گردیدن��د. توالی یاب��ی 

بیــان پروتئیــن نوتركیــب β-NGF انســانی 
و   BL21)DE3(pLysS ســويه ی  دو  در 

)BL21)DE3
ی��ک  ه��ر  ش��بانه ی  کش��ت  از   %1 می��زان 
و   BL21(DE3)pLysS س��ویه های  از 
 pET39b::hNGF ناق��ل وکت��ور BL21(DE3)

در محی��ط LB دارای آنتی بیوتی��ک  کانامایس��ین 
و دم��ای 37 درج��ه س��انتی گراد ت��ا رس��یدن ب��ه 
OD2  0/7-0/5 در ط��ول م��وج 600 نانومت��ر 

کش��ت داده ش��د. بی��ان در ش��رایط بهین��ه ب��ا 
 IPTG م��ولار  میل��ی   1 غلظ��ت  از  اس��تفاده 
)خری��داری ش��ده از ش��رکت Sigma آمری��کا( 
در دم��ای 30 درج��ه س��انتی گراد ب��ه م��دت 4 
س��اعت در ه��ر دو س��ویه انج��ام ش��د. پ��س از 
2 Optical Density
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اتم��ام م��دت زم��ان بی��ان، س��لول ها ب��ه م��دت 
15 دقیق��ه درrpm  3500 و دم��ای 4 درج��ه 
س��انتی گراد س��انتریفوژ و جم��ع آوری ش��دند. 
در نهای��ت، کل محت��وای پروتئین��ی تولی��د ش��ده 
اف��زودن اوره 8  ای��ن دو س��ویه توس��ط  در 
 Merck م��ولار )خری��داری ش��ده از ش��رکت
آلم��ان( اس��تخراج گردی��د. بدی��ن منظ��ور پ��س از 
اف��زودن اوره ب��ه رس��وب س��لولی، س��لول ه��ا 
توس��ط حم��ام اولتراس��ونیک شکس��ته ش��ده و 
سوسپانس��یون س��لولی حاصل��ه در 37 درج��ه 
س��انتیگراد بص��ورت ش��بانه انکوب��ه گردی��د. 
پ��س از س��پری ش��دن مدت زم��ان انکوباس��یون، 
سوسپانس��یون حاصل��ه در  rpm 13000 ب��ه 
م��دت 15 دقیق��ه در دم��ای 4 درج��ه س��انتی گراد 
س��انتریوفوژ گردی��د. محل��ول روی��ی ح��اوی کل 
محت��وای پروتئین��ی باکت��ری اس��ت ک��ه ب��رای 

آنالیزه��ای بع��دی نگه��داری ش��د.
بررس��ی بی��ان پروتئی��ن نوترکی��ب ب��ا اس��تفاده 

از ژلSDS-PAGE  و روش دات ب��لات
ب��ه منظ��ور الکتروف��ورز نمون��ه ه��ای پروتئین��ی 
 SDS-اس��تخراج ش��ده از روش لامل��ی و ژل

رن��گ  ش��د.  اس��تفاده  درص��د   12  PAGE

آمی��زی ب��ا کوماس��ی بل��وR250  )خری��داری 
ش��ده از ش��رکت Merck آلم��ان( انج��ام ش��د 

.Laemmli, 1970)(
همچنی��ن نمونه ه��ای پروتئین��ی اس��تخراج ش��ده 
روی کاغ��ذ نیتروس��لولز )خری��داری ش��ده از 
ش��رکت Millipore آمری��کا( لک��ه گ��ذاری ش��دند. 
س��پس نق��اط غی��ر اختصاص��ی موج��ود ب��ر روی 

 TBS-T کاغ��ذ توس��ط باف��ر بلوک��ه کنن��ده ی
  w/vح��اوی  )(Tris-HCl, NaCl, Tween20

3% ژلاتی��ن بلوک��ه گردیدن��د. پ��س از انج��ام س��ه 

مرحل��ه شستش��و ب��ا باف��ر TBS-T، آنتی ب��ادی 
مونو کلون��ال ض��د His-tag متص��ل ب��ه آنزی��م 
 Sigma از ش��رکت 1HRP  )خری��داری ش��ده 

آمری��کا( ب��ا رق��ت 1:1000 م��ورد اس��تفاده ق��رار 
گرف��ت. در نهای��ت، کاغ��ذ ب��ا سوبس��ترای رنگ��ی 
 Biobasic خری��داری ش��ده از ش��رکت( DAB

کان��ادا( در حض��ور پ��ر اکس��ید هی��دروژن بعنوان 
سوبس��ترای آنزی��م در محی��ط تاریک انکوبه ش��د.

نتايج 
ــی cDNA ژن  ــای توال ــازی كدون ه بهینه س

β-NGF انســانی

 β-NGF ژن  جمل��ه  از  هترول��وگ  ژن  ه��ای 
انس��انی دارای کدون های��ی هس��تند ک��ه کمت��ر 
ل��ذا  اس��تفاده می ش��وند  باکتری ه��ا  توس��ط 
جه��ت جلوگی��ری از کاه��ش کارای��ی فراین��د 
کدون های��ی  ب��ا  ن��ادر  کدون ه��ای  ترجم��ه، 
ک��ه ب��رای باکت��ریE .coli  بیش��ترین تمای��ل 
اس��تفاده را دارن��د، جایگزی��ن ش��دند زی��را در 
ای��ن میزب��ان،  tRNA ه��ای ش��ارژ ش��ده ب��ا 
آمین��و اس��ید، ب��رای آن کدون ه��ا فراوان ت��ر 
می باش��ند. در نتیج��ه، ش��اخص انطب��اق کدون��ی 
CAI( 2( بی��ن ژن م��ورد نظ��ر و میزب��ان مذک��ور 

از 0/65  به 0/88 ارتقاء یافت )نمودار 1 و 2(.
 ،mRNA همچنی��ن جه��ت اف��زودن نیم��ه  عم��ر

1 Horse Radish Peroxidase

2 Codon Adaptation Index
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نامطل��وب  پیک ه��ای  و   GC محت��وای 
بهینه س��ازی ش��دند و س��اختارهای س��اقه-

حلق��ه ک��ه کارای��ی اتص��ال ریب��وزوم و پایداری 
می دهن��د،  ق��رار  تاثی��ر  تح��ت  را   mRNA

شکس��ته ش��دند )نم��ودار 3(.

)ش��کل 1( مقایس��ه ای از توالی بهینه ش��ده را با 
قب��ل از بهین��ه س��ازی نش��ان می ده��د. همانطور 
ک��ه ملاحظ��ه میش��ود بازه��ای تغیی��رداده ش��ده 
ب��ه رن��گ قرم��ز در ش��کل نش��ان داده ش��ده اند.
 NGF ــل ژن ــور حام ــیون وكت ترنسفورماس

نم��ودار 1: توزی��ع فراوان��ی ترجی��ح کدون��ی در ط��ول توال��ی ژن β-NGF انس��انی. ش��اخص انطب��اق کدون��ی 
کام��ل در ارگانیس��م بیان��ی م��ورد نظ��ر ع��دد 1 در نظ��ر گرفت��ه ش��ده اس��ت، بنابرای��ن ع��دد بزرگت��ر از 8/0 مطل��وب 
ب��وده و نش��ان دهنده ی س��طح ب��الای بی��ان ژن می باش��د. قس��مت A و B ب��ه ترتی��ب، قب��ل و بع��د از بهینه س��ازی 

را نش��ان می دهن��د.

AB

نم��ودار 2: توزی��ع درص��د کدون ه��ا. ب��رای کدون��ی ک��ه در م��ورد ی��ک آمین��و اس��ید بیش��ترین فراوان��ی اس��تفاده 
را در ارگانیس��م بیان��ی م��ورد نظ��ر دارد، مق��دار 100 در نظ��ر گرفت��ه ش��ده اس��ت. قس��مت A و B ب��ه ترتی��ب، قب��ل 

و بع��د از بهین��ه  س��ازی را نش��ان می دهن��د.

AB
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 BL21)DE3(pLysS بــه درون باكتری هــای
و )BL21)DE3 و تأيیــد صحــت كلونینــگ 

ترنسفورماس��یون مطاب��ق روش ذک��ر ش��ده 
در قس��مت روش ه��ا انج��ام ش��د. ب��ه منظ��ور 
تأیی��د حض��ور قطع��ه ژن��ی NGF در داخ��ل 

وکت��ور، از روش توال��ی یاب��ی اس��تفاده ش��د. 
)ش��کل 2( نتیج��ه توال��ی یاب��ی را نش��ان م��ی 
ده��د. همانط��ور ک��ه ملاحظ��ه میش��ود قطع��ه 
م��ورد نظ��ر بط��ور کام��ل و ب��ا جه��ت گی��ری 
صحی��ح ب��ه درون وکت��ور وارد ش��ده اس��ت.

نمودار 3 : محدوده ی درصد ایده آل برای GC بین 30 تا 70 درصد می باشد. پیک های درصد GC در هر 60 
جفت باز حذف شد. قسمت A و B به ترتیب، قبل و بعد از بهینه  سازی را نشان می دهند.

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 نوتركیــب
BL21)DE3( میزبان هــای  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 

 پ��س از بی��ان پروتئی��ن تح��ت ش��رایط ذک��ر 
ش��ده در قس��مت روش ه��ا و اس��تخراج کل 
محت��وای پروتئین��ی، نمونه ه��ا ب��ر روی ژل 
SDS-PAGE  12 درص��د الکتروف��ورز ش��دند. 

پروتئی��ن بی��ان ش��ده، فی��وژن پروتئین��ی از 

 DsbA انس��انی و آنزی��م اکس��یداز β-NGF

می باش��د. بنابرای��ن بان��د م��ورد نظ��ر م��ی 
)وزن   42-44  kDa مح��دوده ی  در  بایس��ت 
مولکول��ی آنزی��م DsbA 21 کیلودالت��ون م��ی 

باش��د( مش��اهده ش��ود. 
 B و A همانط��ور ک��ه در )ش��کل 3( قس��مت
مش��اهده می ش��ود در مح��دوده ی ذک��ر ش��ده 
بی��ن نمون��ه ه��ای بی��ان و کنت��رل )پروتئی��ن 
ه��ای اس��تخراج ش��ده از باکتری ح��اوی وکتور 
و ب��دون القاگ��ر( در ه��ر ی��ک باکتری ه��ای 

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) تف��اوت 

خاص��ی بنظ��ر نمی رس��د.

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

بدلی��ل ع��دم مش��اهده ی تف��اوت ب��ر روی ژل  
الکتروف��ورز، از روش اختصاص��ی تر دات بلات 
اس��تفاده ش��د. بدی��ن منظ��ور 8 میکرولیت��ر از 
پروتئی��ن ه��ای اس��تخراج ش��ده از هر دو س��ویه 
باکت��ری ب��دون الق��ا ب��ا القاگ��ر و پ��س از الق��ا ب��ا 
القاگ��ر IPTG  ب��ه هم��راه کل محت��وای پروتئینی 
BL21(DE3)اس��تخراج ش��ده از باکتری ه��ای

pET- فاق��د پلاس��میدBL21(DE3) و  pLysS

کاغ��ذ  روی  منف��ی(   39b::hNGF)کنت��رل 

نیتروس��لولز لک��ه گ��ذاری ش��دند. ش��کل 4 نتیجه 
تس��ت ف��وق را نش��ان م��ی ده��د. همانط��ور ک��ه 
ملاحظ��ه میش��ود محت��وای پروتئین��ی اس��تخراج 
ش��ده از باکت��ری BL21(DE3)pLysS الق��ا 
ش��ده ب��ا IPTG بص��ورت لک��ه ای کمرن��گ 
ظاه��ر ش��ده اس��ت ک��ه نش��ان دهن��ده اتص��ال و 
واکن��ش اختصاص��ی آنت��ی ب��ادی مونوکلون��ال 
ض��د  his-tagب��ا پروتئی��ن hNGF بی��ان ش��ده 
م��ی باش��د. در حالیک��ه پروتئین ه��ای اس��تخراج 
ش��ده از کنت��رل منف��ی ب��دون القاگ��ر و کنت��رل 

A B

 SDS-PAGE 12 ط��رح الکتروف��ورزی کل محت��وای پروتئین��ی اس��تخراج ش��ده روی ژل - A ش��کل 3: قس��مت
 .BL21)DE3(pLysS درص��د رن��گ آمی��زی ش��ده ب��ا کوماس��ی بل��و مرب��وط ب��ه باکت��ری

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

)M( مارکر وزن مولکولی پروتئین
قس��مت B - ط��رح الکتروف��ورزی کل محت��وای پروتئین��ی اس��تخراج ش��ده روی ژل SDS-PAGE 12 درص��د 

 .BL21)DE3( رن��گ آمی��زی ش��ده ب��ا کوماس��ی بل��و مرب��وط ب��ه باکت��ری
)1( بیان در حضور غلظت1 میلی مولار IPTG در دمای 30 درجه سانتی گراد و به مدت 4 ساعت

)2(  کنترل بدون القاگر
)M( کنترل مثبت )β-NGF تجاری(
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منف��ی ب��دون پلاس��مید، بی رن��گ بودن��د.
محت��وای پروتئین��ی اس��تخراج ش��ده از دو کلن��ی 
متف��اوت BL21(DE3) الق��ا ش��ده، بس��یار پ��ر 
رن��گ بودن��د. همچنی��ن پروتئین ه��ای اس��تخراج 
ش��ده از کنت��رل منف��ی ب��دون القاگ��ر نی��ز ت��ا 
ح��دودی رن��گ گرفت��ه بودن��د. درحالیک��ه کنت��رل 
منف��ی ب��دون پلاس��مید، فاق��د رن��گ بود. مقایس��ه 
ای��ن نتای��ج نش��ان دهن��ده می��زان ب��الای بی��ان در 
باکت��ری BL21(DE3) در مقایس��ه ب��ا باکت��ری 

BL21(DE3)pLysS م��ی باش��د.  

بحث و نتیجه گیری
همانطور که اش��اره ش��د پروتئین β-NGF انسانی 
نیازمن��د تش��کیل صحیح س��ه پیوند دی  س��ولفیدی 
در س��اختار عملک��ردی خ��ود می باش��د ک��ه ای��ن 
مس��ئله منجر ب��ه دش��واری بی��ان پروتئی��ن مذکور 
می گ��ردد. بع��لاوه، پلاس��مید pLysS موج��ود 
در س��ویه ی میزبان��ی BL21(DE3)pLysS ب��ا 
تولی��د لیزوزی��م T7 باع��ث مه��ار RNA پلیم��راز 
T7 ش��ده و در نهای��ت از بی��ان پای��ه ای و نش��تی 

 T7 انس��انی تح��ت کنت��رل پروموت��ر β-NGF  ژن
جلوگی��ری می نمای��د. ب��ا در نظ��ر گرفت��ن ای��ن دو 
مس��ئله و طب��ق داده ه��ای بدس��ت آم��ده در ای��ن 
تحقی��ق، س��ویه ی BL21(DE3)pLysS ب��رای 
بی��ان نوترکی��ب β-NGF انس��انی میزبان مناس��بی 
نمی باش��د. ب��ه همی��ن دلی��ل، در نمون��ه دات ب��لات 
الق��ا ش��ده ی آن، رن��گ قاب��ل ملاحظ��ه ای مش��اهده 
نش��د و نمون��ه ی الق��ا نش��ده )IPTG منف��ی( 
نی��ز بی رن��گ باقی  مان��د. در مقاب��ل، س��ویه ی 
BL21(DE3) بعن��وان س��ویه ی مطل��وب جه��ت 

تولی��د پری پلاس��می معرف��ی می گ��ردد.

سپاسگزاری
تحقی��ق حاض��ر ب��ا حمای��ت مال��ی دانش��گاه 
ته��ران از دکت��ر زه��را حاج��ی حس��ن تح��ت 
ش��ماره گرن��ت   02/06/28669انج��ام ش��ده 
اس��ت. همچنین نویس��ندگان از س��تاد س��لولهای 
بنی��ادی ریاس��ت جمه��وری ب��ه دلی��ل حمای��ت 
مال��ی ب��ه منظ��ور انج��ام ای��ن پ��روژه تش��کر و 

قدردان��ی م��ی نماین��د. 

ش��کل4: ط��رح دات ب��لات پروتئی��ن ه��ای اس��تخراج ش��ده از س��ویه ه��ای باکتریای��ی )DE3(pLysS و DE3 ب��ا اس��تفاده از 
 .his-tag آنت��ی ب��ادی مونوکلون��ال ض��د

(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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