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صورت  به Aي بیان فاکتوررشد اکتیوین  سازي رمزه و مقایسه بهینه
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 )23/9/94: پذیرش مقاله  4/4/94: دریافت مقاله(

 
آمینواسید  426پروتئین با طول -پرو-یک پري صورت به βAاز دو دایمر متشکل  Aپروتئین اکتیوین -چکیده

این  .شود  مینواسید حاصل میآ 116هاي پري و پرو، پروتئین بالغ با طول  که پس ازحذف بخش شود میسنتز 
 FSHد هورمون یتول يک محرك قدرتمند برای عنوان بهکولی گوسفند یع فولیاز ما پروتئین که اولین بار

ي عصبی، آپوپتوز، رشد و تمایز در ها مثل حفظ و بقاي سلول گوناگونی، داراي عملکردهاي شد يجداساز
ي ها مانند تمایز سلولنه پزشکی میدر ز يداراي کاربردهاي متعدد Aاکتیوینکه پروتئین  از آنجا. باشد میانسان 

 سهدر  این تحقیقبار در  براي اولین است ...ي تحلیل عصبی مانند آلزایمر و ها م زخم، درمان بیماريمیبنیادي، تر
در ساختار فعال و عملکردي خود داراي پروتئین این  که از آنجا .بیان شد E.coliباکتري  ي متفاوت سویه
، محیط لذا یستمناسب نبراي بیان آن  E.coliسیتوپلاسم ي  سولفیدي است، محیط احیا کننده دي هايپیوند

  .تاخوردگی صحیح مورد توجه قرار گرفتهمراه با  آنتولید  برايپلاسم  پري ياکسید کننده
به  رمزهسازي پس از بهینه NCBIبانک اطلاعاتی  بدست آمده ازانسانی  Aژن اکتیوین   cDNAدر این تحقیق، 

 بیانی وکتور در ایران   میبو فورمیسلیکنی  باسیلوسباکتري  آمیلاززیم آلفا آن تغییریافته همراه پپتید نشانه
pET21b(+) ،هاي به روش ترنسفورماسیون به سویه سپس ون ولساب کBL21(DE3)pLysS 

،BL21(DE3)Rosetta gami  وBL21(DE3) القاگربیان همزمان با استفاده از پس از  .انتقال یافت IPTG، 
و وسترن دات بلات  ،SDS-PAGEهاي  تکنیکبا استفاده از   سویه هر سهشده از  محتواي پروتئینی استخراج

 DE3 وRosetta gami بویژه در سویه باکتریاییهر سه نتایج نشان دهنده بیان در  .مقایسه گردیدبا یکدیگر بلات 
  . باشد می
  

  . E.coli ،آمیلازآنزیم آلفا پپتید نشانه  ،Aاکتیوین  :واژگانکلید
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 مقدمه -1
ابر خانواده  يکی از اعضایوین یاکت  هاي پروتئین ي خانواده

محسوب ) TGF-β(ر شکل دهنده بتا ییرشد تغ يفاکتورها
مر یهمـودا  β ير واحدهایاز ز ها نین پروتئیا ].1[ شود  می

ي دي هـا  کـه توسـط پیونـد    نـد ا مر ساخته شدهیا هترودای
 βر واحـد  ی ـچهار ز. شوند میسولفیدي به یکدیگر متصل 

 βEو βA ،βB ،βC: شده که عبارتنـد از  ییدر انسان شناسا
ــوین.  ]2[ ــروتئین اکتی ــر  Aپ ــورت  βAاز دو دایم ــه ص ب

-پرو-یک پري صورت بهکه  است شدههمودایمر تشکیل 
هـاي   شود، بخـش  میسنتز نواسید یمآ 426پروتئین با طول 

جدا شـده و پـروتئین     میآن طی هضم آنزی پري و پرویی
ایـن پـروتئین   . شود  مینواسید حاصل میآ 116بالغ با طول 

 ـ عنـوان  بـه کولی گوسـفند  یع فولیاز ما 1986در سال  ک ی
 ـتول يمحرك قدرتمند برا و  يجداسـاز  FSHد هورمـون  ی

بــا اتصـال بــه   Aاکتیـوین  پــروتئین  .]3،4[ ص شـد یتخل ـ
سلولی و در نتیجه تنظـیم  غشاء سطح هاي خود در  گیرنده

هاي مختلف، در فراینـدهاي گونـاگونی از جملـه     بیان ژن
و  ي عصـبی هـا  ، حفظ و بقاي سـلول رشد، تمایز، التهاب

 Aاکتیـوین که پروتئین  از آنجا]. 5[ غیره داراي نقش است
ماننـد تمـایز   پزشـکی   زمینهدر  يداراي کاربردهاي متعدد

ــلول ــا س ــاديه ــرمیم] 8-6[ ي بنی ــم ت ــان ]9[ زخ ، درم
اسـت  ...و ] 10[ ي تحلیل عصبی ماننـد آلزایمـر  ها بیماري
ــهویــژه ه آن بــتولیــد  هــاي  در ســال نوترکیــب صــورت ب

کـه   يبطـور  ؛است قرار گرفتهدانشمندان مورد توجه اخیر
مثـل   یوکـاریوتی  يهـا  ن در سـلول ین پروتئیتا به امروز ا

CHO ]11[ و مخمر پیکیا پاستوریس ]بیـان و تولیـد   ]12 
   .شده است

انسـانی پـس از    Aژن اکتیـوین   cDNAدر بررسی حاضر 
کلــون  (+)pET21bدر وکتــور بیــانی ســازي رمــزه  بهینــه

 Rosetta ي بیـانی  در سـه سـویه  پـروتئین مـذکور   وسپس

gami ،DE3  وPlysS  از باکتريE.coli  شـایان  . بیان شـد
ذکر اسـت کـه بـه منظورتشـکیل صـحیح پیونـدهاي دي       

ســولفیدي و هــدایت پــروتئین تولیــدي بــه فضــاي پــري 
بـاکتري   آمـیلاز پپتید نشانه آنزیم آلفـا  باکتري، از   میپلاس

تغییریافته براي اولین  ایران   میبو سیمباسیلوس لیکنی فور
  .باردر این تحقیق استفاده شد

  
  کار روشمواد استفاده شده و  -2
  (+)pET21bهاي باکتریایی و وکتور  سویه -2-1

 هاي سویه و بیانیوکتور  عنوان به (+)pET21bوکتور
BL21(DE3)pLysS،Rosseta gami   BL21(DE3) و

BL21(DE3) هاي باکتریایی از شرکت  زبانمی عنوان به
Novagene سویه داراي  سههر . آمریکا خریداري شدند

 IPTG (isopropyl قابل القاء با T7پلیمراز  RNAژن 

thio-β-D-galactoside) باشند می .  
  
سـازي تـوالی   بهینهپپتید نشانه مناسب و طراحی  -2-2

cDNA  اکتیوین ژنA انسانی  
باسـیلوس لیکنـی   بـاکتري   آمیلازاز پپتید نشانه آنزیم آلفا 

کـه  ) Accession No. AY842512( ایـران    میبو فورمیس
ي شـماره  هـا  آمینهمتیونین بین اسید  آمینهدر آن یک اسید 

 ژن  cDNAتــوالی. وارد شــد، اســتفاده گردیــد 14و  13
 .NCBI (Accession No اطلاعاتی بانک از Aپرواکتیوین 

NM_002192) برنامه  . شد استخراجSignalP   به منظـور
برنامـه   واصـلاح شـده   مکان برش پپتید نشـانه   بینی پیش

codon analysis rare     ي هـا  بـراي سـازگار کـردن کـدون
برنامـه  . نداستفاده شـد  E.coliانسانی با باکتري  Aاکتیوین

سـاختار   بینـی  پـیش به منظور  RNA Structure افزاري نرم
 –و حـذف سـاختارهاي حلقـه     لهحاص يmRNAثانویه 

ــاي   ــمت انته ــاقه در قس ــد  5'س ــتفاده گردی ــس .اس  از پ
ترجیحی و  هاي کدون موجود با نادر هايکدون جایگزینی

ها  سازي توزیع درصد کدون بهینه ،E.coli مورد استفاده در
  .انجام شد نیز GC محتواي و
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در سه سویه از کلونینگ و انجام ترنسفورماسیون  -2-3
     E.coliباکتري 

توسط شرکت شاین  انسانی Aاکتیوین  و پپتید نشانه توالی
 هاياستفاده از آنزیمبا  و سنتز) چین کشور(جین 

 ساب (+)pET21b وکتور در  EcoRIو  NdeIمحدودالاثر
با  pET21b::h-activin Aوکتور  ].13[گردید  کلون

در حضور  ترنسفورماسیون شوك حرارتیروش استفاده از 
ي مذکور سویه سهبه  جداگانه صورت بهکلرید کلسیم 

 LB (Luria-Bertaniها در محیط  و سلول انتقال یافت

medium) با غلظت سیلین آمپی بیوتیک داراي آنتیmg/ml  
محیط کشت و . ]13[شدند  گري غربالکشت و  100
آمریکا  ١سیگمااز شرکت  سیلین آمپیبیوتیک  آنتی

، د صحت کلونینگیتأی برايسپس  .خریداري شدند
 باکتریاییي ها سویه از از هر یک یدماستخراج پلاس
استخراج شده با استفاده از دهاي میپلاس و صورت گرفت

یابی  توسط شرکت ژن فناوران توالی T7 terminatorپرایمر
  .گردیدند

  
 سه در انسانی Aاکتیوین  نوترکیب پروتئین بیان -2-4

و  BL21(DE3) ، BL21(DE3)pLysSي سویه
BL21(DE3) Rosetta gami  

 باکتریایی هاي ي هر یک از سویه از کشت شبانه 1% میزان

داراي  LBدر محیط  pET21b::h-activin Aناقل وکتور 
تا  گراد سانتیدرجه  37و دماي  سیلین آمپی بیوتیک آنتی

نانومتر کشت  600در طول موج  OD7/0-5/0 رسیدن به 
 1با استفاده از غلظت  بیان در شرایط بهینه. داده شد

 سیگمايخریداري شده از شرکت ( IPTG مولار میلی
 ساعت 4 مدت به گراد سانتی درجه 30 دمايدر و ) آمریکا

پس از اتمام مدت زمان . انجام شد ها سویه یک ازهر در
 4و دماي  rpm  3500دقیقه در 15ها به مدت  بیان، سلول

در . شدند آوري جمعسانتریفوژ و  گراد سانتیدرجه 
                                                             

1. Sigma 

افزودن  توسط شده تولید پروتئینی محتواي نهایت، کل
) آلمان ٢مركخریداري شده از شرکت ( مولار 8 اوره

بدین منظور پس از افزودن اوره به  .گردید استخراج
توسط حمام اولتراسونیک شکسته  ها رسوب سلولی، سلول

درجه  37شده و سوسپانسیون سلولی حاصله در 
پس از سپري . شبانه انکوبه گردید صورت به گراد سانتی

 صل در شدن مدت زمان انکوباسیون، سوسپانسیون حا

rpm13000  درجه  4دقیقه در دماي  15به مدت
محلول رویی حاوي کل . گراد سانتریوفوژ گردید سانتی

محتواي پروتئینی باکتري است که براي آنالیزهاي بعدي 
  .داري شد نگه

  
 ژل از استفاده با نوترکیب پروتئین بیان بررسی -2-5

SDS-PAGE  
 استخراج شده از ي پروتئینیها الکتروفورز نمونه منظور به

 .استفاده شد درصد SDS-PAGE 12 و ژل روش لاملی
ي ژل الکتروفورز ها بدین ترتیب که در هر یک از چاهک

ي پروتئینی استخراج شده در ها مقدار مساوي از نمونه
 میکرولیتر 20نمونه پروتئینی و  میکرولیتر 20(مرحله قبل 
 -گلیسرول -حاوي تریس بازي x2 بافر نمونه

پس از . لود شد) SDS -بروموفنل بلو -مرکاپتواتانول
 با کوماسی بلوزي میآ رنگاتمام مدت زمان الکتروفورز، 

R250 ) انجام شد ) آلمان مركخریداري شده از شرکت
]14[.  
  
 روش از استفاده با نوترکیب پروتئین بیان بررسی -2-6

  و وسترن بلات بلات دات
 هاينمونه تر، مقدار مساوي از منظور بررسی اختصاصیبه 

 روي )ماکرولیتر 8از هر یک ( شده استخراج پروتئینی
 ٣پور میلی خریداري شده از شرکت( نیتروسلولز کاغذ

                                                             

2. Merek 
3. Millipore 
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سپس نقاط غیر اختصاصی  .شدند گذاري لکه) آمریکا
   TBS-T  موجود بر روي کاغذ توسط بافر بلوکه کننده

)Tris-HCl 50 مولار،  میلی NaCl150 05/0و  مولار میلی 
. ژلاتین بلوکه گردیدند w/v %3حاوي ) Tween20درصد 

 يباد آنتی، TBS-Tپس از انجام سه مرحله شستشو با بافر
خریداري شده از (انسانی  Aاکتیوین  ضد کلونال مونو

و آنتی بادي ثانویه متصل  1:1000با رقت ) ١آبکام شرکت
با ) شرکت سیگما آمریکاخریداري شده از ( HRPبه 

مورد  ژلاتینw/v % 1حاوي  TBS-T در بافر 1:2000رقت
کاغذ با سوبستراي رنگی  ،در نهایت. استفاده قرار گرفتند

DAB )در ) کانادا ٢بیوبیسیک خریداري شده از شرکت
در  سوبستراي آنزیم عنوان به حضور پر اکسید هیدروژن

  .محیط تاریک انکوبه شد
ي پروتئینی تفکیک ها وسترن بلات، نمونهبه منظور انجام 

با استفاده از ژل الکتروفورز به کمک  DE3از سویه شده 
مولار تریس  میلی 25مولار گلایسین،  میلی 192(بافر انتقال 

به کاغذ آمپر  میلی 200در جریان ) درصد متانول 15و 
پس از اتمام مرحله انتقال،  ].15[منتقل شدند نیتروسلولز 

و  ها بادي بلاك کردن، شستشو و افزودن آنتیمراحل 
مطابق موارد توضیح داده شده براي دات  سوبسترا دقیقاً

  . بلات انجام شد
  
  و بحث نتایج -3
و  انسانی Aاکتیوین ژن  cDNAسازي توالی  بهینه -3-1

باسیلوس  لیکنی لاز باکتري میآنزیم آلفا آپپتید نشانه 
  ایران   میبو فورمیس

داراي پیوندهاي  Aکه ذکر شد پروتئین اکتیوین  طور همان
سولفیدي در ساختار خود است، لذا تولید پري  دي

به منظور ترشح به فضاي پري . باشد میآن ارجح   میپلاس
پپتید نشانه استفاده شده در این تحقیق، پپتید   میپلاس

                                                             

1. Abcam 
2. Biobasic 

 فورمیسلیکنی باسیلوس باکتري  آمیلازآلفا نشانه آنزیم 
که براي اولین بار به  با اصلاحات جزئی بود ایران   میبو

از . شود میمنظور ترشح یک پروتئین نوترکیب استفاده 
 ،پپتید نشانه میانیکه افزایش آبگریزي قسمت  آنجا

ارزش ترشحی  گیري آن را به سمت غشاء و نهایتاً جهت
اسید نه متیونین بین میدهد یک اسید آ میآن را افزایش 

توالی  1شکل . اضافه گردید 14و  13ي شماره ها نهمیآ
ي پپتید نشانه استفاده شده و متیونین وارد ها همیناسید آ

نان از برش پپتید میبه منظور اط. دهد میشده را نشان 
، E.coliنشانه حاصل توسط آنزیم سیگنال پپتیداز باکتري 

 2که شکل  طور همان. استفاده گردید SignalPاز برنامه 
قبل از (دهد مکان برش در هر دو پپتید نشانه  مینشان 

بین ) وارد شدن متیونین و پس از اضافه شدن متیونین
سرین  آمینهاسید آلانین انتهایی از پپتید نشانه و  آمینهاسید 

  . باشد می
داراي  انسـانی  Aهاي هترولوگ از جملـه ژن اکتیـوین     ژن

هـا اسـتفاده    هایی هستند کـه کمتـر توسـط بـاکتري     کدون
شوند لذا بـراي جلـوگیري از کـاهش کـارایی فراینـد        می

هـایی کـه بـراي بـاکتري      هاي نادر با کدون ترجمه، کدون
E.coli    بیشترین تمایل استفاده را دارند، جـایگزین شـدند

هاي شارژ شده با آمینو اسـید،  tRNA زیرا در این میزبان، 
 ). 3شکل (باشند  تر میها فراوانبراي آن کدون

و  GC، محتواي mRNAعمر  همچنین براي افزودن نیمه
-سازي شدند و ساختارهاي ساقههاي نامطلوب بهینهپیک

را  mRNAحلقه که کارایی اتصال ریبوزوم و پایداري 
  ).4شکل ( دهند، شکسته شدند تحت تأثیر قرار می

  

 
آمیلاز آلفا آنزیم هاي پپتید نشانه  توالی اسید آمینه  1شکل 

قبل از اصلاح  ایران  باکتري باسیلوس لیکنی فورمیس بومی
  ).پایین(و پس از اضافه شدن یک اسید آمینه متیونین ) بالا(



  1395 پاییز و زمستان / 2، شماره 7دوره      مدرس دانشگاه تربیتفناوري زیست 

65 

نوکلئوتید ابتدایی که  30شود در  طور که ملاحظه می همان
ت مکان شروع اتصال به ریبوزوم و شروع ترجمه اس

  .شود ساختار ساقه دیده نمی
و شکست  GCسازي محتواي  سازي کدونی، بهینه بهینه

 mRNA هاي ابتدایی مولکول ساختارهاي ساقه در قسمت

حاصل به منظور بالابردن کارایی ترجمه و میزان بیان 
دیده  5سازي در شکل  انجام شد که نتیجه نهایی بهینه

اي از توالی بهینه شده را با قبل از  مقایسه 5شکل . شود می
شود  طور که ملاحظه می همان. دهد سازي نشان می بهینه

بازهاي تغییرداده شده به رنگ قرمز در شکل نشان داده 
  .اند شده

  
به  Aترنسفورماسیون وکتور حامل ژن اکتیوین  -3-2

  هاي باکتري و تأیید صحت کلونینگ  درون سلول
ست یافتن به بهترین نتیجه و بیشترین میزان به منظور د

بطور  E.coliي باکتري  بیان در تحقیق حاضر از سه سویه
  .اي استفاده شد زمان و مقایسه هم

  

  
)B(  

  
)A(  

و پس از اضافه ) A(قبل از اصلاح  ایران  بومی باسیلوس لیکنی فورمیسآمیلاز باکتري آلفا  آنزیمبینی محل برش پپتید نشانه  پیش  2شکل 
 .p signal افزار نرم از استفاده با) B(شدن یک اسید آمینه متیونین 

  

 
(A)                                                                                                (B) 

در مورد یک آمینو اسید بیشترین فراوانی استفاده را در ارگانیسم بیانی مورد نظر دارد، براي کدونی که . هاتوزیع درصد کدون  3شکل 
  .دهند سازي را نشان می به ترتیب، قبل و بعد از بهینه (B)و  (A)هاي  قسمت. در نظر گرفته شده است 100مقدار 
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  RNA structureافزار  ترسیم شده با نرم. pET 21b::پپتید نشانه -اکتیوین A حاصل از mRNAساختار  4شکل 

  
و  ها تفاوت ها لازم به ذکر است که هر یک از این سویه

بطور مثال . دباشن میدارا  یکدیگری را نسبت به البته مزایای
پروفاژ لامبدا هستند و   هاي لیزوژن، BL21(DE3)سویه 
. باشند  می IPTGقابل القاء با  T7پلی مراز  RNAداراي 
  هاي تمام ویژگیعلاوه بر  BL21(DE3)pLysSسویه 

DE3 ،د میداراي پلاسpLysS باشد که لیزوزیم   میT7  را
کد است را  T7 مراز پلی RNAکه مهار کننده طبیعی 

 در عدم حضوربیان نشتی  بنابراین در این سویهکند و   می
   .وجود نداردالقاگر 
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Optimized 7 AAACAACAAAAACGCCTGTACGCCCGTCTGCTGCCGATGCTGCTGTTCGCTCTGATTCTG 
Original  7 AAACAACAAAAACGCTTGTATGCCCGTTTGCTGCCGATGCTGCTGTTTGCGCTCATCCTG 
Optimized 67 CTGCTGCCGCATAGCGCCGCAATGGCTTCTCCGACCCCGGGTTCTGAAGGTCACAGTGCC 
Original  67 TTGCTGCCGCACTCTGCAGCCATGGCCTCCCCGACCCCAGGTTCCGAGGGCCACAGCGCG 
Optimized 127 GCACCGGATTGCCCGTCTTGTGCCCTGGCAGCTCTGCCGAAAGACGTGCCGAACAGTCAA 
Original  127 GCCCCGGACTGTCCGTCCTGTGCGCTGGCCGCCCTCCCAAAAGATGTACCGAACTCTCAG 
Optimized 187 CCGGAAATGGTTGAAGCCGTCAAAAAGCATATCCTGAATATGCTGCACCTGAAAAAGCGT 
Original  187 CCAGAGATGGTGGAGGCCGTCAAAAAGCACATTTTAAACATGCTGCACTTGAAAAAGCGT 
Optimized 247 CCGGATGTTACCCAGCCGGTCCCGAAAGCCGCACTGCTGAACGCAATTCGCAAACTGCAC 
Original  247 CCGGATGTCACCCAGCCGGTACCGAAAGCGGCGCTTCTGAACGCGATCAGAAAACTTCAT 
Optimized 307 GTGGGCAAGGTTGGCGAAAACGGTTACGTTGAAATCGAAGATGACATCGGCCGTCGCGCC 
Original  307 GTGGGCAAAGTCGGGGAGAACGGTTATGTGGAGATTGAGGATGACATTGGTCGTCGTGCA 
Optimized 367 GAAATGAACGAACTGATGGAACAGACCTCCGAAATTATCACGTTTGCGGAATCAGGCACC 
Original  367 GAAATGAATGAACTTATGGAGCAGACCTCGGAGATCATCACGTTTGCCGAGTCAGGTACA 
Optimized 427 GCCCGTAAAACGCTGCATTTCGAAATCAGCAAGGAAGGTTCTGATCTGAGTGTGGTTGAA 
Original  427 GCCCGTAAAACGCTGCACTTCGAGATTTCCAAGGAAGGCAGTGACCTGTCAGTGGTGGAG 
Optimized 487 CGCGCAGAAGTGTGGCTGTTTCTGAAAGTTCCGAAGGCTAATCGTACCCGCACGAAAGTG 
Original  487 CGTGCAGAAGTCTGGCTCTTCCTGAAAGTCCCGAAAGCCAACCGTACCCGCACCAAAGTC 
Optimized 547 ACCATTCGTCTGTTCCAGCAACAGAAACACCCGCAGGGCTCACTGGATACGGGTGAAGAA 
Original  547 ACCATCCGCCTCTTCCAGCAGCAGAAACACCCGCAGGGCAGCTTGGACACAGGCGAAGAG 
Optimized 607 GCAGAAGAAGTTGGCCTGAAAGGTGAACGTTCCGAACTGCTGCTGTCAGAAAAAGTCGTG 
Original  607 GCCGAGGAAGTGGGCTTAAAAGGCGAGCGTAGTGAACTGTTGCTCTCTGAAAAAGTAGTA 
Optimized 667 GACGCTCGCAAGAGTACCTGGCATGTCTTTCCTGTGAGCTCTAGTATCCAACGTCTGCTG 
Original  667 GACGCTCGCAAAAGCACCTGGCATGTCTTCCCTGTCTCCAGCAGCATCCAGCGCTTGCTG 
Optimized 727 GATCAGGGCAAATCCTCACTGGACGTTCGCATTGCGTGCGAACAATGTCAGGAATCCGGC 
Original  727 GACCAGGGCAAAAGCTCCCTGGACGTTCGTATTGCCTGTGAGCAGTGCCAGGAGAGTGGC 
Optimized 787 GCCTCACTGGTCCTGCTGGGCAAGAAAAAGAAAAAAGAAGAAGAAGGCGAAGGCAAGAAA 
Original  787 GCCAGCTTGGTTCTCCTGGGCAAAAAGAAAAAGAAAGAAGAGGAGGGCGAAGGTAAAAAG 
Optimized 847 AAGGGCGGTGGCGAAGGTGGCGCAGGCGCTGATGAAGAAAAGGAACAATCGCATCGTCCG 
Original  847 AAAGGCGGTGGTGAAGGTGGCGCAGGTGCAGATGAGGAAAAAGAGCAGTCGCACCGTCCT 
Optimized 907 TTTCTGATGCTGCAAGCGCGCCAGAGCGAAGATCATCCGCACATTGAAGGTCGTGGCCTG 
Original  907 TTCCTCATGCTGCAGGCCCGCCAGTCTGAAGACCACCCTCATATTGAAGGCCGTGGCTTG 
Optimized 967 GAATGCGACGGCAAAGTCAACATCTGCTGTAAAAAGCAGTTTTTCGTGTCCTTCAAAGAT 
Original  967 GAGTGTGATGGCAAAGTCAACATCTGCTGTAAGAAACAGTTCTTTGTCAGTTTCAAAGAC 
Optimized 1027 ATTGGTTGGAACGACTGGATTATCGCACCGAGCGGCTATCACGCTAATTACTGCGAGGGT 
Original  1027 ATCGGCTGGAATGACTGGATCATTGCTCCGTCTGGCTATCATGCCAACTACTGCGAGGGT 
Optimized 1087 GAATGTCCGTCGCATATCGCGGGCACCAGCGGTTCGAGCCTGTCGTTTCATAGCACGGTG 
Original  1087 GAGTGCCCGAGCCATATTGCAGGCACGTCCGGCTCCTCACTGTCCTTCCACTCAACAGTC 
Optimized 1147 ATTAACCACTACCGTATGCGCGGCCATTCTCCGTTCGCCAATCTGAAAAGTTGCTGTGTT 
Original  1147 ATCAACCACTACCGCATGCGTGGCCATAGCCCGTTTGCCAACCTCAAATCGTGCTGTGTG 
Optimized 1207 CCGACCAAGCTGCGCCCGATGAGCATGCTGTATTACGATGACGGTCAGAACATTATTAAA 
Original  1207 CCGACCAAACTGCGTCCGATGTCCATGTTGTACTATGATGATGGTCAAAACATCATTAAA 
Optimized 1267 AAGGACATCCAGAACATGATCGTTGAAGAATGCGGCTGCTCGTAA 
Original  1267 AAGGACATTCAGAACATGATCGTGGAGGAGTGTGGCTGCTCATAA 

  . سازي در مقایسه با حالت اولیه انسانی پس از انجام بهینه Aپپتید نشانه و اکتیوین توالی  5شکل 
  .اند بازهاي تغییرداده شده به رنگ قرمز نشان داده شده

  
در ژن داراي جهش  BL21(DE3)Rosseta gamiي  سویه

TrxB/gor صحیح تواند منجر به تشکیل   میکه  باشد می
  هاي  tRNAهمچنین این سویه . گردد يسولفید دي  هاي پیوند

   .استدارا نیز را  E.coliنادر در   هاي کدون مربوط به
ي باکتریایی،  وکتور به هر یک از سه سویهترنسفورماسیون 

به . انجام شد ها مطابق روش ذکر شده در قسمت روش
منظور تأیید حضور قطعه ژنی در داخل وکتور، از روش 

یابی را نشان  نتیجه توالی 6شکل . توالی یابی استفاده شد
شود قطعه مورد نظر  میکه ملاحظه  طور همان. دهد می

گیري صحیح به درون وکتور وارد  بطور کامل و با جهت

  .شده است
  

انسانی  Aاکتیوین  نوترکیب ئینپروت بررسی بیان -3-3
 BL21(DE3)pLysS، Rosetta gami هاي زبانمیدر 

BL21(DE3)  وBL21(DE3)  1 غلظتبا پس از القا 
دات  ، SDS-PAGE ژل با استفاده از IPTG مولار میلی
  و وسترن بلات بلات

ذکر شده در قسمت پس از بیان پروتئین تحت شرایط 
مقدار مساوي و استخراج کل محتواي پروتئینی،  ها روش

درصد  SDS-PAGE 12 بر روي ژل هانمونهاز هر یک از 
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لازم به ذکر است که پروتئین بیان شده،  .شدندالکتروفورز 
. کیلودالتون داشته باشد 48بایست وزن مولکولی  می

ذکر   محدوده درشود  مشاهده می 7طور که در شکل  همان
استخراج هاي  پروتئین( کنترل و بیان هاي نمونه بین شده

در هیچ یک ) شده از باکتري حاوي وکتور و بدون القاگر

 رسد، لذا  نمی نظره ب تفاوت خاصی هاي باکتریایی از سویه
تر دات بلات و  هاي اختصاصی از روش در مرحله بعد

در مرحله اول به منظور بررسی  .وسترن بلات استفاده شد
دات سریع و اطمینان از تولید پروتئین مذکور از روش 

  .بلات استفاده گردید
  

  
  .T7 terminatorبا استفاده از پرایمر  (+)A activin ::pET21bتعیین توالی پلاسمید   6شکل 
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. آمیزي شده با کوماسی بلو درصد رنگ SDS-PAGE 12طرح الکتروفورزي کل محتواي پروتئینی استخراج شده روي ژل   7شکل 

، PlysS، کنترل منفی PlysS، کنترل بدون القاگر PlysS در باکتري بیانپروتئین هاي حاصل از ترتیب نشان دهنده  به) 9(الی ) 1(  هاي شماره
 DE3، کنترل منفی DE3 ، کنترل بدون القاگرDE3، بیان Rosetta gami، کنترل منفی Rosetta gami، کنترل بدون القاگر Rosetta gamiبیان 

  .باشد مارکر وزن مولکولی پروتئین می) M. (باشد می
  

ي استخراج شده از هر ها از پروتئین میکرولیتر 8 بنابراین
سه سویه باکتري بدون القا با القاگر و پس از القا با القاگر 

IPTG  از شده  استخراج ینیپروتئ يکل محتوابه همراه
 BL21(DE3)pLysS  ،Rosetta gamiهاي باکتري

BL21(DE3) و  BL21(DE3) د میپلاسفاقدpET39b::h-

activinA )تروسلولز یکاغذ ن رويبر ) کنترل منفی
نتیجه تست فوق را  Aقسمت  8شکل . شدند يگذار لکه

شود ظهور لکه که  میکه ملاحظه  طور همان. دهد مینشان 
نشان دهنده اتصال و واکنش اختصاصی آنتی بادي 

 Aانسانی با پروتئین اکتیوین  activin Aمونوکلونال ضد 
 یدر حالشود  میهر سه سویه دیده باشد، در  میبیان شده 
بدون  یاستخراج شده از کنترل منف يهانیکه پروتئ

 pLysS میدپلاس .رنگ بودند ی، بها در تمام نمونه دمیپلاس
با تولید  BL21(DE3)pLysSزبانی میي  موجود در سویه

شده و در  T7پلیمراز  RNAباعث مهار  T7لیزوزیم 
انسانی تحت  Aاکتیوین   اي و نشتی ژننهایت از بیان پایه

ن دلیل در یمه نماید، به میجلوگیري  T7کنترل پروموتر 
ي استخراج شده از ها شکل مربوط به دات بلات در نمونه

  .شود میاي دیده ن این باکتري در عدم حضور القاگر لکه
استخراج شده از دو  پروتئینی محتواياز طرف دیگر، 

 القا Rosetta gami BL21(DE3)و  BL21(DE3) سویه
بالاي بیان  میزاندهنده  که نشان بودند پر رنگ شده، بسیار

  BL21(DE3)pLysSدر این دو سویه نسبت به سویه
  . باشد می
که محل باند پروتئینی مربوطه از روي ژل  آنجااز 

شناسایی نیست و روش دات بلات نیز الکتروفورز قابل 
کند، از تکنیک وسترن بلات  میاین امکان را فراهم ن

که نشان دهنده واکنش  Bقسمت  8شکل . استفاده گردید
با پروتئین اکتیوین  Aاختصاصی آنتی بادي ضد اکتیوین 

A تولید شده در سویه DE3 باشد، محل باند پروتئینی  می
که در  طور همان. دهد میتولید شده را نیز به درستی نشان 

ي استخراج شده ها شود پروتئین میاین شکل نیز ملاحظه 
بادي  با آنتی) کنترل منفی(ي بدون وکتور ها از باکتري

مربوطه واکنشی نداده و لذا باندي بر روي کاغذ 
  . شود مینیتروسلولز مشاهده ن
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                                                (A)                                                                                                        (B) 
) 9(الی ) 1(  هاي شماره. Aشده با استفاده ار آنتی بادي ضد اکتیوینطرح دات بلات کل محتواي پروتئینی استخراج ) A(  8شکل 

، Rosetta gami، بیان Rosetta gami، کنترل بدون القاگر PlysS، کنترل منفی PlysS، بیان PlysSترتیب نشان دهنده کنترل بدون القاگر  به
 .باشد استاندارد می Aپروتئین اکتیوین) M. (باشد ، میDE3منفی ، کنترل DE3، بیان DE3، ، کنترل بدون القاگر Rosetta gamiکنترل منفی 

)B ( از سویه  بلات کل محتواي پروتئینی استخراج شده وسترنطرحDE3 آنتی بادي ضد اکتیوین زبا استفاده اA. هاي شماره  )3(الی ) 1 (
 باشد می DE3، کنترل منفی DE3، کنترل بدون القاگر DE3بیان  ترتیب نشان دهنده به

  
ي بدون ها در این شکل نیز دلیل مشاهده بند در نمونه

شایان ذکر . باشد می DE3القاگر بیانگر بیان نشتی در سویه 
زان بیان بالاتري از مییابی به  است که به منظور دست

سازي محیط و یا استفاده از  بهینه Aپروتئین اکتیوین 
  .شود میپیشنهاد  ها چاپرون

  
  تشکر و قدردانی -4

تحقیق حاضر با حمایت مالی دانشگاه تهران تحت شماره 
به دکتر زهرا حاجی حسن انجام  03/06/28669 گرنت

همچنین نویسندگان از صندوق حمایت از . شده است
شماره (به دلیل حمایت مالی  و فناوران کشورپژوهشگران 

به منظور انجام این پروژه تشکر و )  91000470طرح 
  . نمایند میقدردانی 
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