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چکیده

است که نقش مهمی در )TGF-βبتا (فاکتور رشد تغییردهندهیکی از اعضاي خانوادهAاکتیوین 

هـاي  زایـی، تمـایز سـلول   فیزیولوژیکی متعدد همانند تمایز سلولی، ترمیم بـافتی، رگ یندهاي افر

با توجه به کاربردهاي بالینی متعدد این پروتئین، بنابراین بنیادي، چسبندگی سلولی و آپوپتوز دارد. 

براي ها ترین میزبانمحبوبیکی از اشرشیاکلیکه از آنجاییباشد.تولید نوترکیب آن سودمند می

منظور تولید بهدر این سویه بیان سیتوپلاسمی ، در این تحقیق از هاي نوترکیب استتولید پروتئین

تکثیر Aاکتیوین بالغ ژن ناحیهcDNAابتدامنظوراین به.شداستفاده Aاکتیوین مقادیر بالایی از 

DE3(BL21 ، plysS)DE3(BL21(هاي . وکتور حاصل به سویهشدکلون pET28a(+)و در وکتور

و بیان IPTGاستفاده از پس از القاي پروموتر با انتقال داده شد. Rosetta gami)DE3(BL21و

شـد. نتـایج   تأییـد وسترن بلات وSDS-PAGEهاي روشبه وسیلهAتولید  اکتیوین پروتئین، 

بـراي  مـؤثر يسـویه رویکـرد  هـر سـه   در سیتوپلاسم Aنشان داد که بیان اکتیوین دست آمده به

مقـدار  DE3(BL21(امـا در ایـن بـین، سـویه    به میزان بالایی از پروتئین نوترکیب است دستیابی

از Aاکتیـوین  به شکل محلول دستیابیمنظور در مرحله بعد بهبیشتري پروتئین تولید کرده است.

که حامل pET28a(+)با وکتور DnaK/Jو TF ،GroEL/ESهاي سیتوپلاسمی چپرونبیان همزمان 

و وسترن بلات نشان داد که بیان همزمان اکتیوین SDS-PAGEاستفاده شد. نتایج ،بودAاکتیوین

A با استفاده از پلاسمید چپرونیpGro7هـاي  که داراي چپرونGroEL وGroES باشـد، در  مـی

محلول است.Aیک رویکرد مؤثر براي تولید پروتئین اکتیوین DE3(BL21(سویه

Aل، اکتیوین محلو، پروتئینپروتئین نوترکیباشرشیاکلی،:گانکلید واژ
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مقدمه-1

کـه بـه   هـاي دایمـري هسـتند   ها گلیکوپروتئیناکتیوین

. [1]تعلق دارند1بتاهاي رشد تغییردهندهفاکتورخانواده

انسانی، مولکول دایمري متشکل از دو زیـر  Aاکتیوین 

Aژن اینهیبـین بتـا   .[2]باشـد مـی Aواحد اینهیبین بتا 

انســانی 7انســانی بــر روي بــازوي کوتــاه کرومــوزوم 

)7p14.1 [3,4]باشدمیاگزون 3) قرار داشته و واجد .

پـیش از بلـوغ و در   Aبتـا پس از بیان، هر زیر واحـد 

426پـرو پـروتئین، واجـد    شکل اولیه، به صورت پري

20تـا  1هـاي  اسیدآمینه،باشد. از این بیناسیدآمینه می

310تا 21هاي مربوط به سیگنال پپتید بوده و اسیدآمینه

116ل بـالغ بـا طـو   هناحیدهند. پروپپتید را تشکیل می

اسیدآمینه که در این پروژه هدف کلونینگ و بیان قـرار  

.[5]کندپیدا میادامه 426تا 311، از اسیدآمینه گیردمی

اسید آمینه 14اسید آمینه اینهیبین، 426همچنین از بین 

سیسـتئین در  9سیستئین هستند که از این بین نیز فقط 

سیستئین 8گیرند.پپتیدي قرار میناحیه بالغ زنجیره پلی

سـولفیدي درون  زنجیره بالغ با یکدیگر چهار پیوند دي

کنند، در حالی کـه تنهـا سیسـتئین    اي برقرار میزنجیره

مانده، در ساختار دایمري با سیسـتئین زیـر واحـد    باقی

سولفیدي تشکیل داده و ساختار دایمري را دیگر پل دي

. [6]کندپایدار می

عنـوان یـک   بـه 1980اکتیوین در دهـۀ  نخستین بار 

پروتئین غـدد جنسـی کـه سـبب القـاي ترشـح عامـل        

، شناسایی شد. با ایـن حـال   شودمی2محرك فولیکولی

و  اسـت  بیان اکتیوین محـدود بـه غـدد جنسـی نبـوده      

بعدها مشخص شد که این پـروتئین در انـواع بسـیاري    

. [7]ها  و در تمام مراحل تکوین، حضـور دارد از سلول

هایی که قـادر بـه تولیـد اکتیـوین هسـتند      برخی سلول

1. Transforming growth factor- β
2. Follicle-Stimulating Hormone (FSH)

هـاي  سـلول ،3هاي اندوتلیال عروقـی سلول:عبارتند از

هـا و  هـا، ماکروفـاژ  مختلف بافت پوششـی، مونوسـیت  

ــلول ــدریتیکس ــاي دن ــایی. [6]ه ــه از آنج ــروتئین ک پ

کاربردهـــاي بـــالینی بســـیار مهمـــی در Aاکتیـــوین 

خونسـازي،  همچون تکثیر سـلولی، تمـایز،   یندهایی افر

در ،[8]پاسخ به التهاب، التیام زخـم، فیبـروز و ... دارد  

هاي مختلـف  در ردهآن هاي اخیر، تولید نوترکیب سال

سلولی، مورد توجه بوده است. تاکنون به دلیل سـاختار  

سـولفیدي، تولیـد ایـن    پیچیده و وجـود پیونـدهاي دي  

هـاي یوکـاریوتی   هـاي مختلـف سـلول   پروتئین در رده

که تولید پروتئین مذکور پذیرفته است. از آنجاییانجام 

هاي یوکـاریوتی بـا مشـکلاتی از قبیـل بیـان      در میزبان

بیـان سیتوپلاسـمی   ،[9]پایین و هزینه بالا همراه اسـت 

، در راسـتاي افـزایش   E. coliدر میزبان پروکـاریوتی  

شـایان  مورد نظر قرار گرفت. در این پروژهمیزان بیان 

همزمان چاپرون هـاي سیتوپلاسـمی   ذکر است که بیان

مثبت بر پـیچش  تأثیر تواند با پروتئین هدف نه تنها می

صحیح و افزایش حلالیت پروتئین تولیدي داشته باشـد  

بلکه در بسیاري موارد باعث افـزایش میـزان بیـان هـم     

یـک  4تریگـر فـاکتور  یـا همـان  TFچپـرون  شـود.  می

بوده که با مشارکت ریبوزوم و ATPچپرون مستقل از 

در شرایط آزمایشگاهی، از خود فعالیت چپرونی بـروز  

ــدیل   ــت پپتی ــد فعالی ــین واج ــل- داده و همچن - پرولی

باشـد. موقعیـت و   نیـز مـی  5ایزومرازي- ترنس- سیس

ــدTFجایگــاه ــال خروجــی پپتی ــوزومدر کان و از ریب

در کوتـاه  هاي پپتیدي توانایی آن در میانکنش با زنجیره

شود که این چپـرون بتوانـد اولـین    سبب میسنتز حال 

، سـنتز ه زنجیره پلی پپتیدي در حال چپرونی باشد که ب

ــود ــل ش ــه  GroEL.[10]متص ــت ک ــی اس ــز چپرون نی

3. Vascular endothelial cells
4. Trigger Factor
5. Peptidyl-prolyl-cis-trans-isomerase (PPIase)
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GroESعملکرد صحیح و مناسب آن وابسته به حضور 

ت بـه  یمولکولی که براي فعالباشد. این دو چپرونمی

ATP ها وجـود دارنـد.   از باکترينیاز دارند، در بسیاري

این گروه چپرونی براي تاخوردگی صحیح بسـیاري از  

در گـروه چپـرون  .[11]باشـند ها ضروري مـی پروتئین

یــک پــروتئین  DnaK-DnaJ-GrpE ،DnaK هــاي 

کیلو دالتونی و داراي دو دومـین اسـت کـه    70مونومر 

نقش محـوري در تـاخوردگی پلـی پپتیـدهاي سـنتزي      

و مـدیریت اثـرات نـامطلوب اسـترس     de novoمسیر 

ATPaseمسـئول فعالیـت   Nي ، پایانـه DnaKدارد. در 

مسئول اتصـال بـه سوبسـترا    Cکه پایانهدرحالی،است

ــراي عملکــرد صــحیح خــود نیازمنــد  DnaKاســت.  ب

ــی    ــر یعن ــاکتور دیگ ــی دو کوف GrpEو DnaJهمراه

کیلـو دالتـونی اسـت کـه     41یک پروتئین DnaJاست.

ــه همــراه سوبســتراي نــاقص ATPهیــدرولیز اي کــه ب

قرارگرفتــه اســت را DnaKاي کــه در حفــرهتــاخورده

یک همودایمر از زیر واحـدهاي  GrpEکند. تسهیل می

و DnaKاز ADPکیلو دالتونی است که رها شـدن  20

اتصـال دوبـاره  زمـان سپس رها شـدن سوبسـترا را در   

ATP بهDnaKسوبسـترایی کـه از   دهد.هدف قرار می

DnaKصورت غیر تـاخورده اسـت   شود یا بهجدا می

که براي کامل شـدن تـاخوردگی، دوبـاره وارد چرخـه    

DnaK-DnaJصـورت انـدکی تـاخورده    شود و یا بهمی

است که در جهت تکمیـل فراینـد پـیچش وارد مسـیر     

GroEL-GroES[14-12]شودمی.

منظـور ایجـاد پـیچش صـحیح     بـه ،پژوهشدر این 

و همچنین افزایش میـزان  Aپروتئین نوترکیب اکتیوین 

پروتیئن محلـول سیتوپلاسـمی، از بیـان همزمـان ایـن      

. شـد هـاي سیتوپلاسـمی اسـتفاده    پروتئین بـا چپـرون  

هاي سیتوپلاسمی مورد استفاده در ایـن تحقیـق   چپرون

، Trigger Factor (TF) ،DnaK ،DnaJ ،GrpE:شـامل 

GroES وGroELبیـان  نتایج نشان دادند که باشند.می

مؤثر يرویکردGroESو GroELهاي چپرونهمزمان 

E. coliدر محلـول  Aبـراي تولیـد پـروتئین اکتیـوین     

است.

هامواد و روش- 2

cDNA ژن اکتیــوینA   انســانی از بانــک اطلاعــاتی

NCBI با کد)NM_002192(  توسـط شـرکت   تهیـه و

ها از پرایمر.سنتز شدچین) - Shinegeneشاین جین (

و BamHI هـاي محـدودالاثر   کلون، آنـزیم شرکت سـینا 

HindIIIهمچنین آنزیم  وT4 DNA ligase شرکت از

ــاینس ــان)- JenaBioscience(جنابایوسـ PCR، آلمـ

master mix ــرکتاز - (Ampliconآمپلیکـــون شـ

، آمریکا)- Biotium(از شرکت بیوتیومژل رد)،آمریکا

ها، آنتی بـادي متصـل بـه    ، آنتی بیوتیکDNAشاخص 

HRP وIPTG  از شـرکت سـیگما)Sigma Aldrich -

، BL21(DE3) هـــاي باکتریـــایی، ، ســـویهآمریکـــا)

BL21(DE3)pLysSو BL21(DE3)Rosetta gami و

- Novagen(از شـرکت نـواژن   (+) pET28aپلاسمید 

- Merck(از شرکت مـرك اغلبو سایر مواد آمریکا)

تهیه شدند.آلمان)

هـاي شـرکت   همچنین براي این پروژه از پلاسـمید 

هاي هر استفاده شد که ساختار و ویژگی)ژاپن(6تاکارا

قابل مشاهده است.1جدول  و شکل در آنهایک از 

6 TAKARA
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، پلاسمید groELو dnaK ،dnaJ ،grpE ،groESچاپرون 5حامل ژن pG-KJE8پلاسمید .ساختار پلاسمیدهاي مورد استفاده-1شکل 

pGro7چاپرون 2حاملgroES وgroEL، پلاسمیدpKJE7 چاپرون 3حاملdnaK ،dnaJوgrpE،. پلاسمیدpG-Tf2 چاپرون3حامل

tig،groES وgroELپلاسمید وpTf16یپروناچژن حاملtigژن مقاومت به آنتی بیوتیک ا دارايمی باشند. تمامی پلاسمیده

).Cmrکلرامفنیکل می باشند (

استفاده.هاي پلاسمیدهاي مورد ویژگی-1جدول 

القاگر(غلظت نهایی)مارکر مقاومتیپروموترمولکولیچپرونپلاسمیدشماره

1pG-KJE8
DnaK-DnaJ-GrpE -

GroES-GroEL
araB-Pzt-1کلرامفنیکل

L-)آرابینوزmg/ml5/0(

)ng/ml5-1تتراسیکلین(

2pGro7GroES-GroELaraBکلرامفنیکلL-)آرابینوزmg/ml5/0(

3pKJE7DnaK-DnaJ-GrpEaraBکلرامفنیکلL-)آرابینوزmg/ml5/0(

4pG-Tf2GroES-GroEL- Trigger
Factor (TF)Pzt-1تتراسیکلین(کلرامفنیکلng/ml5-1(

5pTf16Trigger Factor (TF)araBکلرامفنیکلL-)آرابینوزmg/ml5/0(

pET28aدرون وکتور (+)Aاکتیوین cDNAکلونینگ

بـه  طراحی پرایمر براي دو انتهاي ژن ،کلونینگیند افردر 

هاي نحوي صورت گرفت که دو جایگاه برش براي آنزیم

در دو انتهاي آن ایجـاد  HindIIIو BamHIمحدود کننده 

ــور    ــق وکت ــن تحقی ــتفاده در ای ــورد اس ــور م ــود. وکت ش

(+)pET28aهاي برش  است که واجد جایگاهBamHI و
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HindIIIباشد و همچنین قادر است به توالی دخولی در می

تا تخلیص و تشـخیص  کنداضافه His-tagصورت بیان، 

درهک ـاسـت ذکـر ؛ شایانبیان قطعه مورد نظر میسر شود

بنابراین،نداردوجودرونویسیخاتمهتوالیهیچژنیقطعه

اضافهتولیديپروتئینايبه انتهHis-tag توالییان،از بپس

با اسـتفاده از  ی اکتیوینژنقطعه پس از تکثیر .شدخواهد

PCRسـازي محصـول   و پرایمرها، خـالص PCRواکنش 

انجام پذیرفت تا در ادامه قطعات تکثیر شده وکتور هـدف  

HindIIIو BamHIتحت عمل هضم آنزیمی با دو آنـزیم 

قرار بگیرند. سپس با محاسبه نسبت مناسـب و بـه کمـک    

عمل اتصال بین قطعه ژن اکتیوین DNA T4 Ligaseآنزیم 

صورت گرفت. pET28a(+)و وکتور

هـاي کلـونی   کلونینـگ از روش منظور تأیید صحت به

PCR هضم دو آنزیمی و توالی یابی به کمک پرایمـر ،T7

terminatorمــاکروژن انجــام شــد) (کــه توســط شــرکت

استفاده شد. 

و هضم دو آنزیمـی، بـراي  PCRپس از انجام کلونی 

ــه % 1از ژل آگــارز DNAهــاي الکتروفــورز تمــامی نمون

و شـد ولـت انجـام   120استفاده شد. الکتروفورز با ولتاژ 

باندهاي UVنهایت توسط دستگاه ژل داك با تابش نور در

DNA[15]مورد بررسی قرار گرفت.

هاي بـاکتري  وکتور نوترکیب به سلولترانسفورماسیون

E. coli
تهیه هاي مستعد سلولE. coliابتدا از سلول هاي باکتري 

ــه.شــد ــه ســلولب ــراي عمــل هــاي مســتعد منظــور تهی ب

میلی مولار کلسیم کلرید 100محلول ، از ترانسفورماسیون

ینـد انتقـال پلاسـمید بـه     اانجـام فر . براي [15]استفاده شد

لقاي شـوك  از روش امیزبان باکتریایی یا ترانسفورماسیون 

هـاي  باکتريمنظور حذفهمچنین به. استفاده شدحرارتی

روي پلیــت داراي آنتــی بیوتیــک از کشــت فاقــد وکتــور 

.[15]استفاده شد

Aپروتئین نوترکیب اکتیوین بیان 

، DE3(BL21(منظور بیان پروتئین هدف، از سه سـویه به

plysS)DE3(BL21وRosetta gami)DE3(BL21سلول

و وکتور مربوطه به آنهـا ترانسـفورم   تهیه شدهاي مستعد

واجـد آنتـی   LBها در محیط کشـت تـازه   سویه. این شد

5/0OD600بیوتیک کانامایسین تا  nm=درجه سانتی 37در

،منظـور القـاي بیـان پـروتئین    . سپس بهگراد انکوبه شدند

IPTG به محیط افزوده شد. پس میلی مولار یکبا غلظت

37در دمـاي  rpm180ساعت انکوباسـیون بـا دور   4از 

دقیقـه بـا دور   15هـا بـه مـدت    نمونـه ، گرادسانتیدرجه

rpm4000 گراد سانتریفیوژ شدند. درجه سانتی4در دماي

ي چپـرون هـا  بـا  Aاکتیوین نوترکیبپروتئینبیان همزمان 

سیتوپلاسمی  

هـا بـا وکتـور حامـل تـوالی      منظور بیان همزمان چپرونبه

پروتئین نوترکیب لازم و ضروري است تا ابتدا بـه کمـک   

DE3هاي هاي مورد نظر به سویهترانسفورماسیون چپرون

انتقـال وکتورهـاي   تأیید جهت شوند وفاقد وکتور منتقل 

چپرونی به سلول هاي بـاکتري از کشـت بـر روي پلیـت     

پـس از  .شـدند حاوي آنتی بیوتیک کلرامفنیکـل اسـتفاده   

هاي فاقد وکتورانتقال چپرون هاي سیتوپلاسمی به باکتري

، وکتـور حامـل تـوالی پـروتئین نوترکیـب      انتقـال تأیید و 

هـا انتقـال   نیز با ترانسفورماسیون به این سـویه Aاکتیوین 

نهایت بیان همزمان چپرون هـا بـا پـروتئین    تا درپیدا کرد

صورت محلـول  بیان پروتئین به.صورت پذیردAاکتیوین 

:شدبا استفاده از روش زیر انجام 

یب و چپرون به طـور  هاي حاوي وکتور نوترکباکتري

ــی بیوتیــک  LBمحــیط ml5شــبانه در  ــایع حــاوي آنت م

200کانامایسین و کلرامفنیکل کشـت داده شـدند. میـزان    

ــور    ــاي داراي وکت ــویه ه ــبانه س ــت ش ــر از کش میکرولیت

داراي القــاگر LBمحــیط ml20نوترکیــب و چپــرون بــه 

mg/ml4مخصــوص هــر چپــرون تلقــیح (محــیط داراي  

ــرون اتتراســng/ml10و آرابینــوز ــراي چپ -pGیکلین ب
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KJE8 ،mg/ml4 آرابینوز بـراي pGro7، pKJE7 وpTf16

ــراي ng/ml10و  ــیکلین ب ــا pG-Tf2تتراس ــدند و ت ) ش

درجـه  37در دمـاي  7/0تا 5/0بین OD600 nmرسیدن به 

در انکوباتور قرار داده شـدند. rpm180گراد و دور سانتی

درجـه سـانتی   15دقیقـه در 30ها به مـدت  سپس باکتري

بـا  IPTGگراد انکوبه شدند. در مرحله بعد به کشـت هـا   

24اضـافه شـده و بـه مـدت     mmol/L5/0 غلظت نهایی 

شـدند.  درجه سانتی گـراد قـرار داده  15ساعت در دماي 

در نهایت سلول ها با استفاده از سـانتریفیوژ جمـع آوري   

گردیدند.

هااستخراج پروتئین

8ي اورهکل محتـواي پروتئینـی از   استخراج منظوربه

پوشـش  جهـت شکسـت  انجـام سونیکاسـیون  ومولار 

منظـور  همچنین بـه .[16]شداستفادههاي باکتري سلول

ــروتئین  ــازي پـ ــتخراج و جداسـ ــول  اسـ ــاي محلـ هـ

از مرحلـه بیـان در   دست آمدهبهسیتوپلاسمی، رسوب 

=2/7pHبـا mM50بافر لیز کننده که از بافر فسـفات  

PMSF) mM1/0 ،(MgCl2) mM5/0 ،(EDTAشامل 

) mM1 (لیزوزیم) وμg/ml250   ،تشکیل شـده اسـت (

ها به مدت نیم سـاعت روي یـخ   . سپس نمونهشدحل 

قرار گرفتند. در مرحله بعد سونیکاسیون انجام شـد تـا   

محتواي پروتئینی سـلول آزاد گـردد. بـراي جداسـازي     

ــر  ــول و غی ــاي محل ــروتئین ه ــول سیتوپلاســمی پ محل

دقیقه انجام پذیرفت. 30به مدت g15000سانتریفیوژ 

هـاي محلـول و   سوپ رویـی حاصـله شـامل پـروتئین    

. باشدرسوب شامل قطعات نامحلول پروتئینی می

با اسـتفاده از  Aاکتیوین نوترکیببررسی بیان پروتئین 

SDS-PAGEژل 

ها در شرایط دنـاتوره کننـده (در   براي الکتروفورز پروتئین

ــایی)SDSحضــور  ــرات  و احی ــا تغیی ــی ب ، از روش لامل

بـا  SDS-PAGEمنظـور از ژل  بـه ایـن  . [17]شداستفاده 

% استفاده شد. پس از برقراري جریان و انجـام  12غلظت 

آمیـزي ژل بـا اسـتفاده از کوماسـی بلـو      الکتروفورز، رنگ

R250 .انجام شد

با اسـتفاده از  Aنوترکیب اکتیوین بررسی بیان پروتئین

روش وسترن بلات

منظور انجام وسترن بلات مقادیر یکسـانی از نمونـه  به

الکتروفورز SDS-PAGEابتدا توسط ژل ،هاي پروتئینی

آمپر میلی200توسط جریان ثابت هاسپس نمونهشدند. 

گـراد بـر روي   درجه سـانتی 4ساعت در 4و به مدت 

پـس از بلاکینـگ و   کاغذ نیترو سلولز منتقل گردیدند. 

با رقت His-tagبادي ضد شستشو،کاغذ با محلول آنتی

سـاعت انکوبـه گردیـد. ازمحلـول     2به مدت 1:2000

و پر اکسـید هیـدروژن بـراي    DABحاوي سوبستراي 

. [18]شدندها استفاده اظهور ب

Aاکتیوین نوترکیب پروتئین تخلیص

تولید شـده داراي دنبالـه   Aپروتئین اکتیوین که از آنجایی

پلی هیستیدینی در هر دو انتهاي آمین و کربوکسـیل خـود   

–Ni+2باشد، براي تخلیص آن از کروماتوگرافی تمایلی می

NTAشبانه علیـه  صورت بهسپس دیالیز . [19]استفاده شد

میلی مولار براي حذف ایمیـدازول  10بافر تریس اسیدي 

هاي پروتئینی انجام گرفت.از نمونه

با اسـتفاده  Aاکتیوین نوترکیب بررسی ساختار پروتئین

CDاز روش اسپکتروسکوپی 

تولیـد  Aمنظور تعیین ساختار دوم پروتئین اکتیـوین  به

شده از روش اسپکتروسکوپی دو رنگ نمـایی دورانـی   

)CD   .منظــور از دســـتگاه  بــه ایــن   ) اســتفاده شــد

دور UVدر محدوده Model-215 Avivاسپکتروفتومتر 

ــول شــداســتفاده  ــوین mg/ml2/0. پیــک محل Aاکتی

تخلیص و دیالیز شده در محدوده ذکر شده ترسیم شد 

از بانـک  بـه دسـت آمـده    Aاکتیـوین  CDو بـا نتـایج   
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ــرات  (  ــونی پــ ــاتی یــ )UniProt ()P08476اطلاعــ

(https://www.uniprot.org/) شدمقایسه.

نتایج-3

(+)pET28aدرون وکتور Aاکتیوین cDNAکلونینگ

مطابق (+)pET28aدر وکتور Aاکتیوین cDNAکلونینگ 

هـا اشـاره شـد بـا موفقیـت انجـام       آنچه در قسمت روش

تکنیـک زیـر   سـه صحت انجـام آن  تأییدپذیرفت و براي 

مورد استفاده قرار گرفتند:

در وکتور Aاکتیوین cDNAتأیید کلونینگ - 1

pET28a(+) با کلونیPCR:صـورت تصـادفی بـر    به

هاي رشـد کـرده بـر روي پلیـت     روي برخی از کلونی

PCRحاوي آنتـی بیوتیـک کانامایسـین تسـت کلـونی      

تک شودمشاهده می2. همانطور که در شکل انجام شد

کـه ایـن   قابل مشاهده استها در چاهکbp348باند 

باشد.میAقطعه ژنی اکتیوین حضورنشان دهنده 

مربوط به (M)1. چاهک 7رد% رنگ آمیزي شده با ژل 1بر روي ژل آگارز PCRژل الکتروفورز مربوط به محصولات کلونی -2شکل 

مشخص است.6، 5، 4، 3، 2هايدر چاهکPCRباشد.  باند مربوط به محصول میDNAbp50شاخص 

7. Gel Red
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در وکتــور Aاکتیـوین cDNAتأییـد کلونینـگ   -2

pET28a(+) هـایی کـه   از کلونیهضم دو آنزیمی:روش با

آنها مثبت بود کشت مایع تهیـه و پـس از   PCRتست کلونی 

استخراج پلاسمید بـر روي آنهـا واکـنش هضـم دو آنزیمـی      

،اسـت مشـاهده  قابـل  3در شـکل  . همـانطور کـه  انجام شد

حاوي وکتور نوترکیب برش خورده با دو 6و 2چاهک هاي 

حضـور بانـد در در   مـی باشـند و   HindIIIو BamHIآنزیم 

حضور قطعه ژنی اکتیـوین  نشان دهنده آنهادر bp348ناحیه 

A .می باشد

نشان دهنده 5و 3، 1هايباشد، چاهکمیbp50 مارکر نشان دهنده M%. 1ژل الکتروفورز هضم دو آنزیمی بر روي ژل آگارز - 3شکل 

با دو آنزیم ها بعد از برش خوردنوکتورهمان نشان دهنده 6و 4، 2هاي می باشد. چاهک1،6، 5شمارههاي کلونیاستخراج شده از هايوکتور

BamHI وHindIIIدر ناحیه حضور باند. دمی باشbp348 که با فلش علامت زده شده نشان دهنده حضور قطعه ژنی اکتیوینA.می باشد

ــور AاکتیــوینcDNAتأییــد کلونینــگ - 3 در وکت

pET28a(+):میکرولیتر از پلاسـمیدهایی  20میزان با توالی یابی

نـش هضـم دو آنزیمـی    آنهاPCRکه هم تست کلونی  و هم واک

منظور توالی یابی بـه شـرکت مـاکروژن ارسـال     به،مثبت بودآنها

نهایت پس از بررسی تصـویر کرومـاتوگرام و اطمینـان از    . درشد

افـزار بررسی حضور قطعه ژنی از نرممنظور صحت توالی یابی به

اـهده  4در شـکل  . همـانطور کـه   استفاده شـد 8کلاستال امگا مش

انسـانی بـا موفقیـت و بـدون جهـش در      A، ژن اکتیوین شودمی

کلون شده است.(+)pET28aوکتور 

.Eدر میزبان باکتریایی Aبررسی بیان پروتئین اکتیوین 

coliهـاي سویهDE3)BL21( وBL21(DE3)pLysS و

BL21(DE3)Rosseta gami ــتفاده از ژل ــا اس -SDSب

8. Clustal Omega

PAGE و آنالیز کمـی نتـایج بـا    بلاتوسترنو روش

استفاده از نرم افزار 

در ایــن پــروژه، بیــان پــروتئین نوترکیــب در ســه ســویه      

)DE3(BL21 ، plysS)DE3(BL21وRosetta gami

)DE3(BL21اي صورت پـذیرفت.  صورت همزمان و مقایسهبه

تـخراج  شـد و بررسـی      در مرحله اول کل محتواي پروتئینـی اس

میزان بیان کل (اعم از سیتوپلاسمی و پري پلاسمی) انجـام شـد.   

هـاي سـه  نمونـه از بلات و وسترنSDS-PAGEنتایج 5کل ش

Rosetta gamiوDE3(BL21 ، plysS)DE3(BL21(ســویه

)DE3(BL21 همـانطور کـه   دهـد. نشان مـی در مقایسه با هم را

شود هر سه سویه مقادیر قابل توجهی پروتئین تولیـد  مشاهده می

اند.کرده

افـزار بـلات توسـط نـرم   وسـترن در ادامه نتایج حاصل از 

يهـا که بر اساس میـزان تغییـر رنـگ پیکسـل    9ایمج جی

9. ImageJ
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در تصــویر اســکن شــده میــزان بیــان را تخمــین موجـود 

2کـه در جـدول   دست آمدهبهبررسی شد. نتیجه زند، می

دهـد بیشـترین مقـدار پـروتئین کـل      نشان مـی ،ارائه شده

، بنـابراین بـراي   باشـد مـی DE3 (BL21(متعلق به سـویه 

.ادامه کار از این سویه استفاده شد

با INHBAژن بهمربوط. توالیINHBAحاوي قطعه ژنی (+)pET28aکروماتوگرام حاصل از توالی یابی وکتور نوترکیب -4شکل 

رنگ آبی مشخص شده است.
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SDS-PAGE12روي ژل به ترتیب بر استخراج شده یمحتواي پروتئینکل ) ب(وسترن بلاتو )الف(طرح الکتروفورزي-5شکل 

و BL21(DE3) ،pLysSسه سویهدر His-tagبادي منوکلونال ضد و با استفاده از آنتیآمیزي شده با کوماسی بلو درصد رنگ

.Rosetta gami

گیرياندازهRosetta gamiوDE3(BL21،pLysS(سویهسهپروتئین(سیتوپلاسمی و پري پلاسمی) دربیاندرصد میزان-2جدول 

.ایمج جیافزارنرمازاستفادهشده با

پروتئیندرصد تولیدسویه استفاده شده

BL21(DE3)769/40

pLysS046/32

Rosetta gami185/27

ی و وکتـور نوترکیـب   چپرونهاي بیان همزمان پلاسمید

BL21(DE3)E. coliدر 

،یابی بـه پـروتئین محلـول داراي عملکـرد    منظور دستبه

مورد استفاده قرار گرفـت.  چپرونرویکرد بیان همزمان با 

با Aاکتیوینبیان همزمان پروتئین منظور بهدر همین راستا 

-PGیچپرونــپلاســمیدهاي ،هــاي سیتوپلاســمیچپــرون

TF2،pTf16،pGro7، pKJE7 وPG-KJE8 کــه حــاوي

هـاي  باشند بـه درون سـلول  هاي سیتوپلاسمی میچپرون

انتقـال داده شـدند و سـپس وکتـور     BL21(DE3)مستعد 

ــوین   ــل ژن اکتیـ ــب حامـ ــهAنوترکیـ ــز بـ ــیله نیـ وسـ

ها منتقل شـد. پـس از بیـان    ترانسفورماسیون به این سلول

همانطور که استخراج به روش محلول انجام شد. ،پروتئین

مشـاهده  ) SDS-PAGE(مربوط به نتـایج  الف6در شکل

15در ناحیـه  Aباند مربوط به پروتئین اکتیـوین  ،شودمی

هـاي حـاوي   هـاي مربـوط بـه سـویه    کیلودالتون در نمونه

. وجـود دارد pG-KJE8 وpGro7 ،pG-TF2هـاي  چپرون

. شداز روش وسترن بلات استفاده ، منظور بررسی بیشتربه

هـاي داراي پلاسـمید   کـه در سـویه  دهـد نتایج نشان مـی 

میزان پروتئین محلول قابـل توجـه بـوده    pGro7ی چپرون

نیـز  pG-TF2و pG-KJE8هاي و همچنین در سویهاست 

بیان با سطح کمتر اما به خوبی انجام پذیرفته است. این در 
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و pKJE7هـاي  هاي واجـد پلاسـمید  حالی است که سویه

pTF16ب6اند (شکلفاقد سطوح بیانی قابل توجه بوده  .(

از وسـترن بـلات توسـط    به دست آمدهدر ادامه نتایج 

در جـدول  همانطور که. ندبررسی شدایمج جی نرم افزار 

تفــاوت محسوســی در میــزان بیــان ، اســتارائـه شــده  3

هـاي  پروتئین محلول سیتوپلاسـمی در حضـور پلاسـمید   

شودمشاهده میهمانطور که ی مختلف وجود دارد. چپرون

بیشترین مقدار پروتئین محلول سیتوپلاسمی متعلق به بیان 

pGro7ی چپرونبا پلاسمید (+)pET 28aهمزمان وکتور 

. باشدمی

، مارکر وزن مولکولیM.آمیزي شده با کوماسی بلورنگ% 12ژلSDS روي بر هاي محلولپروتئیني طرح الکتروفورز)الف-6شکل

-3؛ pKJE7واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین-2؛ چپرونفاقد E. coliهاي محلول سلول پروتئین-1؛را نمایش می دهد

هاي محلول سلولپروتئین-5؛ pGro7واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین- 4؛ pTf16واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین

با استفاده از آنتی هاي محلول) وسترن بلات پروتئینب. pTf2واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین- 6و pG-KJE8واجد پلاسمید 

واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین- 2؛pKJE7واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین-His-tag.1بادي منوکلونال ضد 

pTf16واجد پلاسمید هاي محلول سلولپروتئین-3؛pGro7واجد پلاسمید سلولهاي محلولپروتئین-4؛pG-KJE8 پروتئین- 5و

.pTf2واجد پلاسمید هاي محلول سلول

افزارنرمازاستفادهباشدهگیريي سیتوپلاسمی اندازههاچپرونحضور هاي محلول درپروتئینبیاندرصد میزان-3جدول 

.ایمج جی

استفاده یچپرونهاي پلاسمید

شده
محلولهايدرصد تولید پروتئین

pKJE7703/3

pTf16804/11

pGro7678/34

pKJE8509/23

pTf2306/26
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بررسی ساختار و Aتخلیص پروتئین نوترکیب اکتیوین 

دوم

منظور اطمینان از صحت ساختار دوم پـروتئین اکتیـوین   به

A        تولید شـده، پـروتئین بیـان شـده بـا بهتـرین پلاسـمید

اسـتخراج و سـپس بـا    pGro7چپرونی مرحله قبل یعنـی  

ــایلی    ــاتوگرافی تم ــتون کروم ــتفاده از س Ni+2–NTAاس

سپس ساختار دوم پروتئین خالص .)7(شکل شد تخلیص 

مورد مطالعه قرار CDشده توسط دستگاه اسپکتروسکوپی 

و شـود  مشـاهده مـی  4گرفت. همان طور که در جـدول  

تولید شده از لحاظ ساختاري شـباهت  Aپروتئین اکتیوین 

) دارد.P08476تجاري (Aبسیاري به اکتیوین 

% رنگ آمیزي شده با 12ژل SDS ) بر روي B) و بعد از تخلیص (Aقبل (Aنوترکیب اکتیوین هاي پروتئینطرح الکتروفورزي -7شکل 

مولکولی می باشد.، مارکر وزنM.کوماسی بلو

گزارش شده در یونی پرات.Aنوترکیب و اکتیوین Aمقایسه درصد ساختارهاي دوم اکتیوین -4جدول 

گزارش شده در یونی پراتAاکتیوین  نوترکیبAاکتیوین  ساختار دوم (%)

 %20  %22 آلفا هلیکس

 %50  %35 بتا شیت

 %13  %19 چرخش بتا

بحث-4

درمــانی و آزمایشــگاهی هــايدر برخــی زمینــهAاکتیـوین 

این امر سبب اهمیت کهکندطور مؤثري ایفاي نقش میبه

شود. استفاده از منابع طبیعـی بـه علـت    بالاي تولید آن می

زایــی، عــدم تطــابق ســاختاري بــا نمونــه انســانی، ایمنــی

دشواري، گرانی و زمان بر بودن تخلیص داراي محدودیت 

تولید این پروتئین، تولیـد بـه   هايروشیکی از . [20]است

تواند نیـاز مبـرم بـه ایـن     باشد که میصورت نوترکیب می
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هـاي آزمـایش . در راسـتاي انجـام   کندپروتئین را برطرف 

عنوان عامـل درمـانی،   بالینی بیشتر و استفاده از پروتئین به

مقدار زیادي از این پروتئین  مورد نیاز است. یکـی از راه 

هاي تولید این پروتئین در مقیاس بالا اسـتفاده از سیسـتم   

باشـد. از  عنـوان میزبـان بیـانی مـی    بهE. coliپروکاریوتی 

توان به رشد سریع، ترین دلایل انتخاب این میزبان میمهم

بیان آسان، مقرون بـه صـرفه بـودن و در دسـترس بـودن      

معایب . از کردابزارهاي ژنتیکی لازم براي انتقال ژن اشاره 

توان به عدم توانایی در تولیـد شـکل   این ارگانیسم نیز می

هاي مناسب ها یا عدم انجام پیچشفعال برخی از پروتئین

.کردکولی اشاره ولهاي مو لازم به دلیل کمبود چپرون

نیازمنـد  E. coliهـاي عملکـردي  در   تولیـد پـروتئین  

، ترجمـه پـروتئین و   DNAبین رونویسی تیظرفییتعادل

پروتئین است. بیان بالاي پروتئین نوترکیب در تاخوردگی 

E. coli درصد از کل پروتئین تولید شـده  30می تواند تا

در سلول میزبان را به خـود اختصـاص دهـد در حالیکـه     

موجـود در سـلول   10هايتعدیل کنندهمیزان چپرون ها و

خوردگیبـر ایـن تـا   ابت و مشخص است. عـلاوه میزبان ث

صـحیح  گیـري  ها نیازمند شکلصحیح بسیاري از پروتئین

پیوندهاي دي سولفیدي اسـت. بنـابراین بیـان بسـیاري از     

هاي تا نشدهمقدار زیادي از پروتئینE. coliها در پروتئین

)Unfold(  را در سیتوپلاســم ایجــاد 11یـا اشــتباه تــا شـده

اي اسـت کـه ایـن    کند؛ در این حالت شرایط بـه گونـه  می

هـا را  ها تمایل دارند تجمع یابند و اینکلوژن باديئینپروت

.[21]کنندایجاد 

محلـول  فعـال و غیـر  ها به صورت غیـر اینکلوژن بادي

هستند و در بعضی شرایط یـک مـانع قابـل توجـه در بـه      

دست آوردن پروتئین فعال هستند. در این حالت تجمعات 

رسوب فعال و نامحلول اینکلوژن بادي در درون سلول غیر

کنند. به منظور تاخوردگی مناسب پـروتئین نوترکیـب،   می

بایـد توسـط سیسـتم    هاي اسـتخراج شـده   اینکلوژن بادي

10. Modulators
11. Misfolded

اکسید کننده مناسـب رنـاتوره شـود. از    -بافري احیا کننده

دناتوراسیون و رناتوراسیون براي اینکلوژنیند افرآنجا که 

،باشـد مطمئن، پرهزینه و زمان بر مـی غیریندي افرها بادي

هـاي  استفاده از بیان همزمان چپرونلازم بود تا بابنابراین

ــروتئین     ــمی پ ــد سیتوپلاس ــه تولی ــدام ب ــمی اق سیتوپلاس

صورت محلول شود تـا ضـرورتی بـر انجـام     نوترکیب، به

هـا نباشـد.   بـادي متعدد بعـدي روي اینکلـوژن  هاي یندافر

به Aن منظور تولید پروتئین اکتیویبنابراین در این پروژه به

محلول از دو رویکرد استفاده شـد،  صورت بهمیزان بالا و 

E. coliهاي مختلف بیـانی  اولین رویکرد استفاده از سویه

ــود ــردوب ــاندومرویک ــانبی ــرون همزم ــا چپ ــاب يه

نشـان  يکه در مقالات متعددییآنجاازبود. یتوپلاسمیس

يهـا یهتوانـد در سـو  یم ـینپروتئیانبیزانداده شده که م

باشد و ممکـن اسـت بـراي هـر     متفاوتE. coliمختلف 

، [22,23]پروتئین یک سویه بهتر از سویه هاي دیگر باشـد 

،DE3(BL21به همین دلیل در این تحقیق از سه سـویه ( 

plysS)DE3(BL21وRosetta gami)DE3(BL21

استفاده شد. نتایج نشـان داد کـه میـزان بیـان پـروتئین در      

از بین سه سویه استفاده شـده بیشـتر   DE3(BL21سویه (

. باشدمی

هاي مختلف نشان داده که بیـان چپـرون   نتایج بررسی

هاي سیتوپلاسمی هم بر میزان تولید کلـی پـروتئین تـاثیر    

ــی ــود    م ــت و بهب ــزایش حلالی ــث اف ــم باع ــد و ه گذارن

هدف دوم در این بنابراین شوند. ها میتاخوردگی پروتئین

به میزان بالا اما به صورت Aپروژه تولید پروتئین اکتیوین 

محلول و داراي عملکرد بود.  به همین منظور براي تولیـد  

با سـاختار صـحیح در سیتوپلاسـم از    Aپروتئین اکتیوین 

،PG-TF2، pTf16چپرونی بیان همزمان با پلاسمید هاي 

pGro7، pKJE7 وPG-KJE8 اوي چپـرون حبه ترتیب که

، Trigger Factor (TF) ،DnaK ،DnaJهاي سیتوپلاسمی 

GrpE ،GroES وGroELنتـایج  شـد. اسـتفاده ،باشندمی

و GroESبیـان همزمـان چپـرون هــاي    نشـان دادنـد کـه    
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GroELیـوین اکتینپـروتئ یانبيبرایمناسبيهاگزینهA

ها نقش چپرونیناکه ییآنجاازصورت محلول هستند. به

يهـا بـاز  ینپـروتئ یحصـح یدرتـاخوردگ یـدي و کلمهم

ینپـروتئ یـد تولیشباعـث افـزا  آنهاهمزمان بیانکنند، یم

صورت بهباشد، یمیچیدهپيساختاريکه داراAیویناکت

تـوان گفـت کـه ایـن     بنابراین می.[24]محلول شده است

اند و ها هم باعث افزایش بیان و تولید پروتئین شدهچپرون

. استافزایش حلالیت آنهم سبب 

ــاارتبــاطدر2020در ســال یمشــابهنتــایج ــدب تولی

آمده به دستDE3(BL21(یهدر سو12یلازسوکروز فسفر

ــناســت. در ا ــروتئی ــه پ ــهینمطالع ــورب ــا ط ــان ب همزم

pG-TF2 وpGro7،pG-KJE8 یچپرون ـيهـا یدپلاسـم 

کـه  pGro7یچپرونیدنشان داد که پلاسمیجنتا؛شدیانب

تأثیریشترینباشد، بیمGroES-GroELيهاچپرونيدارا

فعالیت آنزیمی . میزانداردینپروتئینایانو بیدرا در تول

SPase شرایط بهینهدرU/ml05/7در آمده اسـت دستبه

ــورتی ــه ص ــی   ک ــروتئین وقت ــن پ ــت ای ــزان فعالی ــا می ب

pG-TF2 وpGro7،pG-KJE8 یچپرون ـيهـا یدپلاسـم 

افزایش 5/64U/mgو 2/59، 6/28شود به ترتیب مییانب

دو چپرون یننشان داده شد که اینهمچنپیدا کرده است،

و حفاظت ینپروتئیحصحیچشپینداثر را در فرایشترینب

ــروتئ ــاخوردگ ینپ ــل ت ــات  یدر مقاب ــت و تجمع نادرس

2019در سـال  دیگـري بررسـی در . [25]نامحلول دارنـد 

باعـث  GroES–GroELيهـا نشان داده شد کـه چپـرون  

یمـی آنزیـت فعالیشافـزا ینو همچنیحصحیتاخوردگ

AC II)ChSase( Chondroitinase ازU/ml12/3 ــه ب

U/ml15/9یهدر سو)DE3(BL21در سـال  . [26]شدند

يهـا نشـان دادنـد کـه چپـرون    همکارانوسامپون2018

GroES–GroEL درPichiapastoris فیتـاز را  کلی تولید

، انـد شـده تاخوردگی صحیح سبب افزایش و دهافزایش دا

در این گزارش میـزان فعالبـت فیتـاز در شـرایط بهینـه و      

12. Sucrose phosphorylase (SPase)

ــه U/ml34از GroES–GroELيچپــرون هــاحضــور  ب

U/ml52 .2016در سال همچنین. [27]افزایش پیدا کرد

بیـان همزمـان بـا پلاسـمید     E. coliنشان داده شد که در 

، DnaK ،DnaJکــه حــاوي چپــرون PG-KJE8چپرونــی 

GrpE ،GroES وGroELاعـث افـزایش قابـل    باشد بمی

به صورت محلـول  13سارکوزین اکسیدازتوجهی در تولید 

اي به بررسـی اثـر   در مطالعه2014در سال . [28]می شود

. در تـه شـد  پرداخ14روي کلاژن شبه انسـانی بر ها چپرون

باعـث بهبـود و   نه تنهـا  TFاین بررسی نشان داده شد که 

موجـب تـاخوردگی   بلکـه مـی شـود   HLCافزایش تولید 

. [29]می شودنیز E. coliصحیح این پروتئین در 

کـه بیـان همزمـان    جـه گرفـت   یتوان نتیدر مجموع م

میـزان بیـان   GroELو GroES هاي سیتوپلاسـمی چپرون

را بطور قابل تـوجهی افـزایش   محلول Aپروتئین اکتیوین 

ها نه تنها باعث این بررسی نشان داد که چپرونداده است.

تواننـد  شـوند بلکـه مـی   هـا مـی  بهبود تاخوردگی پروتئین

موجب افزایش بیان و افـزایش تولیـد کلـی پـروتئین نیـز      

شــوند زیــرا آنهــا از ایجــاد تجمعــات نــامحلول پــروتئین 

کنند.جلوگیري می

سپاسگزاري-5

فراهم کردن امکاناتدلیلبهتهراندانشگاهازنویسندگان

(بـه شـماره طـرح    پـروژه اینو حمایت مالی از پژوهشی

.دارندراتشکرکمال)06/06/28669
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Abstract:
Activin A, a member of the transforming growth factor-β (TGF-β)
superfamily, plays a central role in numerous physiological processes such
as cell differentiation, tissue repair, angiogenesis, differentiation of stem
cells, cell adhesion and apoptosis. Because of its various clinical usages,
recombinant production of it is beneficial. Since E. coli is one of the most
popular hosts for recombinant protein production, in this study, cytoplasmic
expression in this strain was used to produce high levels of Activin A. So,
the cDNA of the Activin A mature region was amplified and then cloned in
pET28a(+) vector. The resulting vector was transformed to BL21(DE3),
BL21(DE3)plysS, and BL21(DE3)Rosetta-gami strains. After induction the
promoter by using IPTG, Activin A production was confirmed by SDS-
PAGE and Western blotting assays. The results showed that the expression
of Activin A in the cytoplasm of all three strains was an efficient approach to
obtain high levels of recombinant protein, but BL21(DE3) strain produced
more protein. At the next step in order to achieve soluble form of Activin A,
co-expression of cytoplasmic chaperones TF, GroEL/ES, and DnaK with
pET28a (+) vector was used. The SDS-PAGE and Western blotting results
showed that co-expression of Activin A with cytoplasmic plasmid pGro7
containing GroEL and GroES chaperones, in BL21(DE3) strain is an
efficient approach for producing of soluble Activin A.

Keywords: E. coli, Activin A, Recombinant protein, Soluble protein


