
 1384بهار و تابستان ،  1  شماره ،8   دوره      مجله علوم پزشكي مدرس                                                                                                                         

 

 ٣٧

 
   تحت كننده پروتئين نوتركيب ساخت پلاسميد بيان

اشريشياكلي در   حرارتييالقا  
 

  3باقر يخچالي، *3پور عليرضا زمردي، 2حسين قنبريان، 1فريبا عطائي

 
   پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، ارشديكارشناسآموخته  دانش -1
  رس، گروه بيوتكنولوژي پزشكيآموخته كارشناسي ارشد، دانشگاه تربيت مد دانش -2
  ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري پژوهشگاه عضو هيأت علمي -3

 
  چكيده

 ي در اشريشياكلي تحت القا،)hGM-CSF( ماكروفاژ انساني -كننده رده گرانولوسيت   تحريكعاملدر بيان : هدف
برداري در  دهنده نسخه  توالي خاتمهكه اختلاف آنها در حضور يا عدم حضور، pBC(SK) پلاسميد يهپابر ، حرارتي

  .، ساخته شد پروتئين نوتركيب استين دست توالي كدكنندهيپا
ژن جهش يك ، λPL باكتريوفاژي توراز پرومو  جفت بازي75 حاوي يك قطعه كننده  بياندو پلاسميد. :مواد و روشها

ترادف و يك ن حساس به حرارت است كه محصول آر، وتبراي كنترل فعاليت پرومو ،)CI) CI857يافته از رپرسور 
با بيان شده  ي ساختهها ي پلاسميديتوانا.  است به منظور هدايت پروتئين نوتركيب به فضاي پريپلاسميPelBنشانه 

hGM-CSFشده استآزمايش  حرارتي در اشريشياكلي ي تحت القا .  
يك از دو پلاسميد نوتركيب بعد از  ي هر حاو)1TG (ي نوتركيبهاي باكتريهانتايج حاصل از آناليز پروتئين: نتايج

دلالت دست آمده  هي بها انساني نوتركيب در فضاي پريپلاسمي كلونGM-CSFشوك حرارتي بر بيان و پردازش كامل 
 يي نوتركيب تحت القاها پروتئينديگردهنده رونويسي براي بيان  بري پلاسميد حاوي خاتمهركاا هدف افزايش ب .دارد

. جايگاه برشي منحصر به فرد به اين پلاسميد افزوده شديازده  شامل (MCS)اي  گانه سازي چند لونك   توالي،حرارتي
ي هاي مناسبي را براي انجام مطالعات مربوط به بيان پروتئينها شده در اين تحقيق ابزار ي ساختهها پلاسميد :گيري نتيجه

  .اند دهكرنوتركيب در اشريشياكلي فراهم 
  

  .hGM-CSF، ترادف نشانه، بيان پريپلاسمي و 857CI، ژن λPL ور حرارتي، پروموتي القا:واژگان كليد
  

   مقدمه-1
ي هـا علاوه بر ميزبان، شايد اصليترين عامل در بيـان انبـوه پروتئين           

تواند كنترل دقيق بيان را نيز       ر باشد كه مي   ونوتركيب توالي پروموت  
هاي ورموتبراي كنترل فعاليت پرو   . در سطح رونويسي ميسر سازد    
 در  طـور معمـول     بـه ي نوتركيـب    هامورد استفاده در توليد پروتئين    

ي شـيميايي  ها كننده مقياس آزمايشگاهي و مقاصد مطالعاتي از القا    
 سمي بـودن و عـدم صـرفه اقتـصادي     دليل به   اما ؛كنند  مي استفاده

يي كـه بـويژه   هاتوليد انبوه پروتئين  برايIPTGبرخي از آنها مانند 
بـه ايـن منظـور بـا     . ]1[شـوند   نمي  دارند، توصيهييمصرف دارو

   E-mail: zomorodi@nrcgeb.ac.ir                                                               14155-6343 :تهران صندوق پستي: نشاني مكاتبه ∗ 

 مجلة علوم پزشكي مدرس
  44 تا 37از : 1 ، شمارة 8دورة 
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 فريبا عطائي و همكاران                                                                                                         ...كننده پروتئين نوتركيب تحت القاي  ساخت پلاسميد بيان

 

 ٣٨

 كننده قابل كنترل بـا      ي بيان ها شيميايي، سيستم  عواملهدف حذف   

 ـ   pHتغيير درجه حرارت و      از . انـد  كـار گرفتـه شـده      ه طراحي و ب
ــه پروموت ــر درجــه حــرارت،   وجمل ــا تغيي ــرل ب ــل كنت رهــاي قاب

 )λ (تس ـ مشتق شده از باكتريوفاژ لامبدا     PR و   PLرهاي  وپروموت
قـدرت بـالا بـراي طراحـي بـسياري از            به دليل كنترل آسان و     كه

ــان ــده اســتفاده  وكتورهــاي بي ــد شــدهكنن فعاليــت ايــن . ]3-1[ ان
ــ ي بيــانهارهــا در سيــستموپروموت وســيله  هكننــده اشريــشياكلي ب

ــصول   و بــا CI (CI857)اي از ژن رپرســور   يافتــهجهــشمح
 در  CI857رسـور   رپ. شـود   مـي  گيري از دماي محـيط تنظـيم       بهره

فعـال بــوده و از بيـان ژن تحـت كنتــرل    ) C30°(حـرارت پـايين   
 C42° تا  نيز با افزايش حرارت؛كند  مي جلوگيريλPL ر وپروموت

. ]6-4[باشـد   اپراتور نمي تغيير شكل پيدا كرده و قادر به اتصال به
به اين ترتيب براي بيان پروتئين نوتركيب در اين سيستم با تغييـر             

 رپرسـور  شكل و رفتـار ،  C42° به C30°يط كشت از  حرارت مح 
CI857  بـه ايـن      و گي آن از بين رفته    د و قدرت بازدارن    تغيير يافته 
 λPR و     λPLي  هـا رو رونويسي از ژن تحت كنترل پروموت      ترتيب
طـور   هاز اين سيستم ب، در برخي از تحقيقات .]7[يابد   مي افزايش

دو در يـك سيـستم      ب،  ي نوتركي ـ هاغير مستقيم براي بيان پروتئين    
  RNAبراي اين منظـور ژن  . ]9، 8[ شده است استفاده يپلاسميد
 857CI ژن    بـا   و همراه  λPLر  و را تحت كنترل پروموت    7Tپليمراز  

ي كـم قـرار داده و ژن   هـا  بـا تعـداد نـسخه    بر روي يك پلاسميد
بر روي يك پلاسـميد ديگـر بـا تعـداد     T 7نوتركيب تحت كنترل

 زدر تحقيقات قبلي گروه ما نيـز ا  .اند داده شدهي بالا قرار ها نسخه
چنين سيستم دو پلاسميدي براي بيان انبوه هورمون رشد انـساني           

مـشكل عمـده ايـن نـوع        . ]10[ شـد  حرارتي استفاده    يتحت القا 
 ـ        كارگيري ه ب هاسيستم طـور   هدو پلاسميد متفاوت در يك ميزبـان ب

حـضور دو  . تس اپروتئين نوتركيب كنترل شده   همزمان براي بيان    
توانـد بـار متـابوليكي زيـادي بـه           طور همزمان مي   هنوع پلاسميد ب  

 ـ. كنـد سلول وارد    عـلاوه بـا توجـه بـه بـالا بـودن قـدرت دو                هب
ــ ــن دو   7T و λPLروپروموت ــا در روي اي ــان آنه ــت همزم  فعالي

 موجب ناپايـداري    سرانجام و   تواند بر اين بار بيفزايد     پلاسميد مي 
 ماشين سلولي بـراي توليـد پـروتئين          و كاهش بازدهي   هاپلاسميد

دو پلاسـميدي بـراي     سيستم  با هدف رفع نقيصه     . گرددنوتركيب  
 آن  ج حرارتي در تلاشي كه نتاي     يبيان پروتئين نوتركيب تحت القا    

گيـري  يـك سيـستم         مراحل اوليـه شـكل     ،]11[ است   منتشر شده 
ي نوتركيـب   هـا پلاسـميدي پروتئين   -  حرارتي تك  يكننده القا  بيان

بر ) PZGY3 (پلاسميداين . شد انجام  λPLرو كنترل پروموتتحت
 قـادر بـه توليـد    ه شـد و  سـاخت pBC(SK) پرنـسخه پلاسميد   پايه

.  بود λPLر  وطور مستقيم تحت كنترل پروموت     هپروتئين نوتركيب ب  
 حـساس بـه     857CIرپرسـور   از  اسـتفاده    نيز بـا      مذكور روپروموت

 تحت يك شيفت    ،ستحرارت كه ژن آن در پلاسميد تعبيه شده ا        
در تحقيق حاضر با هدف اصـلاح       . افزايشي حرارت قابل القاست   

دهنـده رونويـسي بـه        يك توالي خاتمه   3pZGYساختار پلاسميد   
. ين دست تـوالي ژن نوتركيـب در ايـن پلاسـميد اضـافه شـد               يپا
سازي چندگانـه جديـد بـراي افـزايش          علاوه يك جايگاه كلون    هب

 بـه سـاختار ايـن       هاسازي ساير ژن   نيي اين پلاسميد براي كلو    اكار
دهنـده   يي پلاسميد واجد تـوالي خاتمـه      اپلاسميد اضافه شد و كار    

  كلنـي  تحريـك عاملرونويسي در مقايسه با پلاسميد قبلي با بيان      
كـه يـك    ) rhGM-CSF(نوتركيـب   انساني  گرانولوسيت ماكروفاژ   

ن سرطا  لوكوپني، ي از جمله  يهاي براي درمان بيماري   يدارو پروتئين
  .، نشان داده شد]12[مغز استخوان است 

  

  مواد و روشها -2
 ـ اشريـشياكلي  از باكتري    TG1سويه   وان ميزبـان در مراحـل      عن ـ  ه ب
. سـازي و بـراي بررسـي بيـان مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت                 كلون

 خريـداري   1ه روش ـ  از شركت  4T  ليگاز DNAو  برشگر  آنزيمهاي  
ي هــاكتري بــراي رشــد و تكثيــر باLB2محــيط كــشت از . شــدند

سـيلين  بـا غلظـت        در صورت لـزوم آمپـي     . شدنوتركيب استفاده   
 يي كلرامفنيكـل  بـا غلظـت نهـا         ياكانامايسين  ،  µg/ml 100ي  ينها
30-µg/ml60     بـراي سـاخت محـيط      .  به محيط كشت افزوده شد

ي نوتركيــب عــلاوه بــر   هــاانتخــابي بــراي غربــالگري كلون  
      و mM1ي ي  بــا غلظــت نهــاIPTGاز  ي مناســب،هــابيوتيك آنتــي

X-gal     ي      ي  با غلظت  نهاµg/ml40  آنتي بـادي پلـي      . استفاده شد
 استفاده شده در اين طـرح در        hGM-CSFكلونال اختصاصي ضد    

. پژوهشگاه ملي مهندسـي ژنتيـك و زيـست فنـاوري توليـد شـد              
كار گرفته شده در اين طرح از جملـه بـرش            هي مولكولي ب  هاروش

 ]13[ي اسـتاندارد    ها بر طبق روش   ...  و 4تراريختي،  3الحاقآنزيمي،  
  تجزيـه   پلاسميدي نيز از روش    DNAبراي تخليص   . انجام گرفت 

                                                 
1. Roche  
2. Lauria Bertani  
3. ligation 
4. Transformation 
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 ٣٩

 توضـيح داده    ]14[ 2 راسـل   و 1 سـمبروك  ةوسيل  به قليايي كه    )ليز(
، اسـتفاده   روشهشده است و همچنين از كيت تهيه شده از شركت        

ــراي تخلــيص . شــد ــين تخلــيص DNAب  از ژل آگــارز و همچن
 روشــهاز ســتونهاي خريــداري شــده از شــركت ، PCRمحـصول  

به منظور غربـال كـردن كلونهـاي نوتركيـب، بعـد از             . استفاده شد 
 پلاسـميدي   DNAروي محيطهـاي انتخـابي،        بر هاجداسازي كلني 

قـرار   ي اسـتاندارد  هابا روش ـ  بعد از تخليص مورد آناليز مولكولي     
  .گرفت

كـه   ]9[ از كار قبلي گروه در دسترس بـود          3pZGYپلاسميد  
ايـن پلاسـميد داراي     . ي مشخصات زير اسـت    راداطور خلاصه    هب

از  همانندسـازي و ژن مقاومـت بـه كلرامفنيكـل اسـت كـه                منشأ
ايـن پلاسـميد همچنـين      .  گرفتـه اسـت    أمنـش  pBC(sk)پلاسميد  

بازي دربرگيرنده بخـشي اصـلي      جفت DNA 75 قطعهحاوي يك   
 ،گونوكلئوتيـد  الي 5 از الحـاق     توالي اخير .  است λPLر  واز  پروموت  

 ـ           ـ λPLر  واز دو زنجيره مكمل مربوط به تـوالي  پروموت طـوري   ه ب
 در SacIي برش خورده آنـزيم      هاجايگاه  كه طراحي و ساخته شد   

ــاي  ــاي  د XbaI و 5′انته ــف -1شــكل  (باشــد آن 3′ر انته  .)ال
از پلاسميد  است كه    857CIژن  همچنين واجد    3pZGYپلاسميد  
از پلاسـميد   همچنـين   . ه اسـت   گرفت أمنش ]pGP1 ]9-2نوتركيب  
 مربـوط   cDNAعنوان منبـع      به ]GM-CSF-26pET ]14 نوتركيب

  . استفاده شدpelBمتصل به توالي پپتيد نشانه hGM-CSF به
، توالي 5pZGAY  اصلاح شدهبراي ساخت پلاسميد

                               يهادهنده رونويسي با استفاده از آغازگر خاتمه
3ZG)'5'CGGGATCCCGAACAAAAACTCATCTCA3( و 
4ZG)'3'GGAATTCCGAATTCTGCAGAAGGCCCAGTC5( 

 تكثير و پس از برش آنزيمي pBAD3 از پلاسميد PCRبا روش 
از الحاق اليگونوكلئوتيدهاي   .وارد شدpZGY 3به پلاسميد 

6ZG ،5ZG  براي ساخت قطعهMCSبراي تسهيل . استفاده شد 
اند كه پس از  يقي طراحي شده به طرهاسازي، توالي مراحل كلون

  و BamHIي برش خورده آنزيم هاالحاق به يكديگر، جايگاه

BglII قطعه مزبور در ، با استفاده از آن.دوشدر دو انتهاي آن ايجاد 
شكل ( وارد شد )4pZGAY( پلاسميد نوتركيب BamHIجايگاه 

 ،BamHIيها ساخته شده داراي جايگاهMCS قطعه  اين .) ب-1

                                                 
1. Sambrook  
2. Rucell  
3. invitrogen  

SacI ،KspI ،SacII ،SmaI  ،ClaI ،KpnI ،ApaI ،DraII،  
   

1091Eco و HpaI است .  
  ي نوتركيب، بـا  ها كلونةوسيل به  rhGM-CSFبراي بررسي بيان

  

   در محـيط    C30°از كشت شبانه، باكتريها در دمـاي        % 5تهيه رقت   
  

ــه  . انتخــابي رشــد داده شــدند              پــس از رســيدن تــراكم ســلولي ب
8/0-5/0=600OD،در حرارت   رونويسيي القا°C42 و شـد  انجام 

بـراي  . شـدند  بررسي بيان آزمايش     برايي باكتريي   ها  سپس نمونه 
 ـ  هاتهيه پروتئينهاي تام باكتريايي، سلول     دسـت آمـده     هي باكتريايي ب

 مورد بررسي   ]14 [ از كشت سلولي مطابق روش استاندارد      ml 1از
پس . انجام شد طور خلاصه به شرح زير       هاين روش ب  . گرفت قرار

 4بــافر نمونــه از ســانتريفوژ مخلــوط ســلولي رســوب حاصــل در
، mM100 Tris-Base) 8/6=pH( ،4 %SDS تـــشكيل شـــده از (

 حـل   )%2/0، بروموفنل بلـو     %10 مركاپتواتانل   -، بتا %20گليسرول  
دمـاي   دقيقـه در     5دست آمده بـه مـدت        سپس محلول به  . گرديد

  SDS-PAGEزمـايش    آ اجـراي  قرار داده شد و  بـراي         جوش آب 
  . مورد استفاده قرار گرفت

ي پريپلاسـمي پـس از قـرار دادن         هامراحل جداسازي پروتئين  
ي باكتريايي در معرض شوك اسمزي به شرح زيـر انجـام            هاسلول

 از كـشت    ml 5/1دست آمـده از      ه ب اييباكترياجزاي  . ]15[گرفت  
ــدا در   ــلولي ابت ــافر  ازµl15س ــامل ) TES) 8pHب    Tris-HClش

mM10 ،EDTA  mM  5/0 و ســاكارز M 5/0  حــل شــد و بــا ،
 نگـاه داشـته     C4°دقيقـه در دمـاي      20ي متناوب بـه مـدت       هاتكان

 تـا  ها سلول ، آب مقطر دوبار تقطير    µl 5/22سپس با افزودن    . شدند
بـه منظـور    . دقيقه ديگر بر روي يخ نگـاه داشـته شـدند           30مدت  

 مخلـوط  ي پريپلاسمي پـس از شـوك اسـمزي ،   هاتفكيك پروتئين 
 سانتريفوژ  C 4°دقيقه در    20 به مدت    rpm 13000سلولي با دور    

ي پريپلاسـمي و رسـوب      هـا شده و مـايع رويـي حـاوي  پروتئين         
ي اسفروبلاسـتي  از يكـديگر جـدا         هادست آمده حاوي پروتئين    هب

حجـم نهـايي بـه مـايع     % 12 به ميزان TCAپس از افزودن  . شدند
 بـه مـدت     C4°در دمـاي     rpm10000رويي و سانتريفوژ بـا دور       

ي پريپلاسمي باكتريايي رسوب داده شـده و در         هادقيقه پروتئين 10
 و وسترن بلاتينگ    SDS-PAGE يهاآزمايش.  حل شدند  بافر نمونه 

  .]16[ي استاندارد انجام پذيرفت هابراساس روش

                                                 
4. Sample Solvent   
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 ٤٠

   نتايج -3
 نوتركيــــب  يهاســــاخت پلاســــميد  -3-1

  ) 5pZAY و 3pZGY ( انساني GM-CSFكننده بيان
 بـر پايـه     ، 3pZGYييـد پلاسـميد نوتركيـب       أمراحل سـاخت و ت    

 ساخته شده در كار قبلي گروه گـزارش شـده           pBC(SK)پلاسميد
 انساني  GM-CSFاين پلاسميد شامل قطعه رمز كننده       . ]11[است  

 قطعـه   ين دسـت    ي است كه در پا    ]pelB ]14متصل به پپتيد نشانه     
bp75بازي از  جفت  λPL  ن ايـن پلاسـميد    قرار گرفتـه و همچنـي

   .است  CIرمز كننده رپرسور حساس به حرارت CI 857 ژنداراي 
دهنـده   قراردادن تـوالي خاتمـه  با pZAY 5 پلاسميد نوتركيب
كه با روش   اين قطعه   .  ساخته شد  3pZGYرونويسي در پلاسميد    

PCR   3 و با اسـتفاده از آغازگرهـايZG4 و ZG  ه، بـا   تكثيـر شـد
در فرودسـت كاسـت كدكننـده    ده و  بريpstI و BamHIي  هاآنزيم

PelB::GM-CSF  همچنــين بــا هــدف  .)2شــكل(داده شــد قــرار
سـازي و بيـان سـاير         بـراي كلـون    ،يي ايـن پلاسـميد    اافزايش كار 

 ساخته شده حاوي يازده     اي    دو زنجيره   DNA يك قطعه    هاپروتئين
  داخـل  پلاسـميد  در ) MCS(سازي منحصر به فـرد   جايگاه  كلون  

ي نوتركيـب سـاخته شـده بـا     هاپلاسـميد . )2شكل(ه شد   قرار داد 
ييـد و بـراي اسـتفاده در        أروش برش آنزيمـي  و تعيـين تـوالي ت          

   از اشريـــشياكلي 1TGنـــي بـــه ســـويه ئيمطالعـــات بيـــان پروت
        .منتقل شدند

  

 در  rhGM-CSFبررسي بيان پريپلاسـمي      -3-2
  ي نوتركيبهاباكتري

در  ب،ي ـي نوترك اهمولكولي ساختار پلاسميد  ييد صحت   أپس از ت  
ــين مرحلــه بررســي  ــان پريپلاســمي اول ــر روي  rhGM-CSFبي ب

اشريـشياكلي حـاوي     1TGسويه  ي جدا شده از     هاتعدادي از كلون  
 هـا  كلوني اينهابه اين ترتيب پروتئين . شد انجام   3pZGYپلاسميد  

. شـدند  بررسـي     C42° در دمـاي     القاو چهار ساعت    بعد از رشد    
 دلالت ينپروتئيبر بيان    هاي اين باكتري  ي پريپلاسم هاالگوي پروتئين 

  كـــــه از نظـــــر وزن مولكـــــولي بـــــا    ، كـــــرد مـــــي
GM-CSFــر. داشــت  اســتاندارد مطابقــت ــانايــن ام ــشانگر بي     ن

rhGM-CSF رو تحت پروموتλPL  همچنين . ) الف- 3شكل(بود
 آمــده از آزمــايش ايمونوبلاتينــگ بــا اســتفاده از تدســ هنتــايج بــ

 نيز اختصاصي بودن آن را مورد       hGM-CSFبادي اختصاصي ضد     آنتي
ــد  ــردتايي ــكل (ك ــروتئين   ). ب -3ش ــوي پ ــسه الگ ــي و مقاي بررس

نشانگر انتقال كامل    ، پس از القا   هااين كلون سيتوپلاسمي و پريپلاسمي    
GM-CSF 3شكل( است  به فضاي پريپلاسمي)پردازش شده( بالغ .(  

  

  C37° در دمايpZGY3 در كلون rhGM-CSFيان بر ب) ساعت(ثير زمانهاي مختلف القاأبررسي كمي ت 1جدول

)ساعت (زمان القا           
 دماي القا

1 2 4 6 8 10 12 

°37  2% 6-4% 10-8%  14-12%  12-10%  12-10%  11-9%  

3'-GATCCGAGCTCCCGCGGCCCGGGATCGATGGTACCGGGCCCGTTAACA-5' 
           5'-GCTCGAGGGCGCCGGGCCCTAGCTACCATGGCCCGGGCAATTGTCTAG-3' 

ZG5 

 
 
 

ZG6 

                 PL1                                                              PL2

                   PL5                                             PL4                                          PL3 

                          3'-CAACCATCTGCGGTGATAAATTATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTGATACTGAGCACT5' 
             5''TCGAGTTGGTAGACGCCACTATTTAATAGAGACCGCCACAACTGTATTTATGGTGACCGCCACTATGACTCGTGAGATC3' 

 الف
 
 
 
 
 
 ب

 كه موقعيت پنج اليگونوكلئوتيد طراحي شده براي ساخت پروموتور نشان λPLتوالي نوكلئوتيدي قطعه پروموتوري : الف 1شكل 
 كه در آن موقعيت دو (MCS)سازي چندگانه   ساخته شده حاوي جايگاه كلونDNAتوالي قطعه : داده شده است؛ ب

  . داده شده است نشان6ZG و5ZNاليگونوكلئوتيد
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 ٤١

اتصال

ب

اتصال

الف  برش با 
BamHI/ PstI 

 برش با 
BamHI/ 

PstI 

BamHI       Ter            PstI 

PCR
 ZG3با استفاده از اغازگرهاي

براي تكثير خاتمه  ZG4 و
  همده رونويسيد

الحاق اليگونوكلئوتيد 
 و pZG5هاي 

pZG6 براي ساخت 
چايگاه كلونسازي 
 (MCS)جندگانه 

      ZG5                                ZG6 

BamHI        MCS      BglII     

                              SacII                                              DraII 
        BamHI     SacI    KspI          SmaI,     ClaI         KpnI      ApaI      HpaI 
5'-GGATCCGAGCTCCCGCGGCCCGGGATCGATGGTACCGGGCCCGTTAACAGATC-3' 

3'-CCTAGGCTCGAGGGCGCCGGGCCCTAGCTACCATGGCCCGGGCAATTGTCTAG-5'

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  

  

  

 5pZAY مراحل ساخت پلاسميد نوتركيب2شكل
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 ٤٢

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  

 3pZGY و پريپلاسمي كلون     بلاستي بررسي الگوي تام، اسفرو     3شكل
: 1رديــف .وســترن بلاتينــگ:  و بSDS-PAGE: بــا روشــهاي الــف

 1TGبـاكتري   : 2عنوان كنتـرل مثبـت، رديـف           به GM-CSFپروتئين  
نمونه غير القايي   : 3يف  دعنوان كنترل منفي؛ ر      به 2pZGYحاوي كلون   
 تام، اسفروبلاستي و پريپلاسمي؛ ي پروتئينها بترتيب6 و 5، 4و رديفهاي 

  low weightماركر پروتئيني : 7رديف 
  

ثير دماها و زمانهاي مختلف القـا       أبررسي ت  -3-3
    3pZGY دركلون hGM-CSFبر بيان 

پس از اينكه نتايج اوليـه از بررسـي بيـان نـشان داد كـه سيـستم                  
ي لازم بـراي بيـان پـروتئين نوتركيـب را دارد،            يشده توانـا   ساخته

 در جهـت دسـتيابي بـه دمـا و مـدت زمـان               ييهامجموعه آزمايش 
 انجام  3pZGY حرارتي بر روي باكتري حاوي       يمناسب براي القا  

بر اين اساس در اولين گام ميزان بيـان پريپلاسـمي پـروتئين             . شد
rhGM-CSF       نتـايج   . در دماهاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت 

 ساعت  6ي به مدت    يلقا در شرايط ا   هاآزمايشاتي كه بر روي باكتري    
 رشد كرده بودند در مقايسه      C42° و   C37   ، °C40°ي  هادر حرارت 

 در فـضاي  rhGM-CSFي، نشان داد كـه ميـزان     يبا شرايط غير القا   
در ادامـه   ). 4شكل(ي مختلف متفاوت است     هاپريپلاسم در حرارت  

 و  rhGM-CSF   ه، شرايط بهينه بـراي بيـان        انجام شد  هايآزمايش
. تعيـين شـد    3pZGYبـاكتري حـاوي      وسيله  بهآن  پردازش كامل   

شترين  ي ـ شوك حرارتي بـراي دسـتيابي بـه ب         يبهترين دما  ايننابرب

 و زمان لازم براي اين      C40°  يا    C 37° در دماي  rhGM-CSFبيان  
  . )5شكل ( ساعت تخمين زده شد 6شوك حرارتي  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در pZGY 3ن ينهـاي پريپلاسـمي در كلـو   ئ الگـوي پروت ي بررس ـ4شكل 
  .وسترن بلاتينگ :  و ب  SDS-PAGE: دماهاي مختلف القا با روشهاي الف     

بترتيـب القـا در دمـاي       : 5 و   3،  2نمونه غيرالقـايي، رديفهـاي      : 1رديف  
°C40 ،°C37 و °C42   ين تئپــرو : 4 ســاعت، رديــف   6 بــه مــدت  

GM-CSF    1باكتري : 6 استاندارد، رديفTG  2 حاوي كلـونpZGY 
  .عنوان كنترل منفي  به)فاقد قدرت بيان(

  

  
  
  
  
  
  
  
  

ينهــاي پريپلاســمي و سيتوپلاســمي در ئ بررســي الگــوي پروت5شــكل 
 در مقايـسه  C37° ساعت القا در حرارت 6 پس از pZGY 5كلونهاي 

ــون  ــا كل ــا روش  pZGY 5ب ــسان ب ــرايط يك  . SDS-PAGE در ش

: 2؛ رديـف C37° در دمـاي  pZGY 5 از 1پريپلاسـم كلـون   : 1رديف
پريپلاسـم  : 3؛ رديـف  C37° در دمـاي  pZGY 5 از 2لون پريپلاسم ك

 5 از 1پريپلاسـم كلـون   : 4 رديـف  ؛C37° در دمـاي  pZGY 3كلون 
pZGY در دماي °C405 از 2پريپلاسم كلون : 5 رديف ؛ pZGY در 

 ؛C40° در دمـاي     3pZGYريپلاسـم كلـون     پ: 6 رديـف    ؛C40°دماي  
گوي سيتوپلاسمي  ال: 13 تا   8 رديفهاي   تاندارد؛ اس GM-CSF :7رديف  

  .6-1هاي رديفهاي  مربوط به نمونه

654321

654321

  الف
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 ٤٣

 3pZGYبراساس شرايط بهينه رشد و القا كه از مطالعه كلـون     
 5pZGYي حـاوي پلاسـميد      هادست آمد، در مرحله بعد باكتري      هب
ي گـروه اول    هـا به موازات باكتري  ) حاوي توالي خاتمه رونويسي   (
 C30°در شـرايط يكـسان در دمـاي       ) 3pZGAYحاوي پلاسميد   (

 ساعت تحـت شـوك حرارتـي         6مدت   هرشد داده شده و سپس ب     
°C37   و °C40  الگوي پروتئينهاي تـام و پريپلاسـمي       .  قرار گرفتند

 مورد بررسي   SDS-PAGEاين دو گروه كلون پس از القا با روش          
 نشانگر  ،گردد  مي  مشاهده 6نتايج مربوط كه در شكل      . قرار گرفت 

روه  كلـون اسـت كـه از نظـر           بيان پروتئين نوتركيب در هر دو گ      
اين نتايج نشانگر   .  دكن  مي  استاندارد مطابقت  hGM-CSFاندازه با   

 در هر دو    C40°افزايش نسبي بيان اين پروتئين در شوك حرارتي         
ي سيتوپلاسمي  و پريپلاسمي     هامقايسه الگوي پروتئين  . گروه است 

ه  در هـر دو گـرو      هـا  نيز نشانگر پردازش كامـل پروتئين      هااين كلون 
  . كلون است

  
  

  
  
  
  
  

  

بررسي الگوي پروتئينهاي پريپلاسمي و سيتوپلاسمي در كلونهاي  6شكل 
5pZAY ساعت القا در حرارت 6 پس از °C 37 در مقايسه با كلون 
5pZAY در شرايط يكسان با روش SDS-PAGE .پريپلاسم : 1رديف

 5pZAY-2پريپلاسم كلون : 2 رديف،C37° در دماي 5pZAY-1كلون 
: 4، رديف C37° در دماي 3pZGYكلون : 3، رديف C37°ماي در د

 پريپلاسم كلون : 5، رديف C40° در دماي 5pZAY-1پريپلاسم كلون 
2-5pZAY در دماي °C40 3پريپلاسم كلون : 6، رديفpZGY در 

الگوي : 13 تا 8 استاندارد، رديفهاي GM-CSF: 7، رديف C40°دماي 
  6 تا 1فهاي هاي ردي سيتوپلاسمي مربوط به نمونه

  

   بحث-4
  مبنـاي  جديـد بـر     بيان كننـده     يك وكتور     اساس در تحقيق حاضر  

  

ي بيـان پـروتئين     يعـلاوه بـر توانـا      شـد كـه      نهاده λPL روپروموت
 PelBگيري از توالي نـشانه        با بهره   حرارتي، ينوتركيب تحت القا  
 E.coliي نوتركيـب در فـضاي پريپلاسـمي    هـا قادر به بيان پروتئين   

  هـا  انـساني در ايـن وكتور      cDNA GM-CSFار گرفتن   با قر . است
 حرارتي نـشان    ي نوتركيب تحت القا   hGM-CSFبيان پريپلاسمي   

نشان داد كه بيشترين بيان پروتئين  ي انجام شدهها بررسي.داده شد
GM-CSF انــساني در ايــن سيــستم تحــت يــك شــوك حرارتــي 

 اين ماا. افتد مياتفاق  C40° و يا C37° ساعت در دماي 6مدت  هب
دست آمد و دستيابي به      هين ب يشرايط در آزمايشگاه و در مقياس پا      

 بـالا و درنظـر        در مقيـاس   ييهاشرايط بهينه نياز به انجام آزمايـش      
   . در رشد و بيان دارد ديگرثرؤ معواملگرفتن 

دهنـده    يك توالي خاتمه،يي اين پلاسميدا كارشبا هدف افزاي  
ندگانه جديد به ساختار آن     سازي چ  رونويسي و يك جايگاه كلون    

ي حاوي هـر يـك از دو        هامقايسه الگوي بياني باكتري   . افزوده شد 
ي آنهــا در بيــان پــروتئين يپلاســميد ســاخته شــده نــشانگر توانــا

اي را بين    دست آمده تفاوت قابل ملاحظه     هنتايج ب . نوتركيب است 
ثير حضور و عـدم حـضور تـوالي خاتمـه رونويـسي  بـر بيـان                  أت

  . دهد تركيب نشان نميپروتئين نو
ــوع پلاســميد در   ــن اســتفاده از يــك ن ــرخلاف اي ــستم ب سي

 و  ]9[ 1وسـيله ريچاردسـون و تـابور        بـه ي معرفي شـده     هاسيستم
 كه توليد پروتئين نوتركيب را با اسـتفاده از          ]8 [و همكاران  2پتاوگ

طور همزمان در يك ميزبان نـشان داده بودنـد،           دو نوع پلاسميد به   
 و  دادبمراتـب كـاهش     را  وليـك بـر سـلول ميزبـان         ميزان بار متاب  

. دش ـ ي نوتركيـب  هاموجب افزايش پايداري پلاسميدي در باكتري     
 از يـك مـاركر      فقـط  حـضور يـك پلاسـميد        دليل  بهعلاوه براين   

شود كـه ايـن امـر     استفاده ميدر طول مراحل رشد و بيان   انتخابي  
 ـ   سرانجامسازي و    نيز تسهيل در روند كلون      روتئين مراحل توليد پ

 ـ. داشـت  خواهد   دنبال  را به   كـه در سيـستم      λPLر قـوي    وپروموت
 پليمـراز باكتريـايي     RNA آنـزيم    وسـيله   بهشود    مي حاضر استفاده 

 براي بيان پروتئين اسـتفاده      طور مستقيم   بهتواند   شناخته شده و مي   
ي خـاص از    هـا    به اين ترتيـب نيـازي بـه اسـتفاده از سـويه             شود

پلاســميد  . ]5[ان نيــز وجــود نــدارد بــه عنــوان ميزبــاشريــشياكلي
5pZAY      مجهز بـه جايگـاه       نيز  كه واجد توالي خاتمه رونويسي و 

سـازي و     ابزار مناسبي را براي كلون     باشد،   مي سازي چندگانه  كلون
  .   ده استكر حرارتي فراهم ي تحت القاي ديگرهابيان پروتئين

     13 12 11 10 9  8 7  6    5   4  3   
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