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Abstract 
 

Background and purpose: Hirudin is a 65-66 amino acids polypeptide which is secreted as an 

anticoagulant compound from salivary glands of medical leech. This drug is a very potent inhibitor of 

thrombin and is so effective for arterial and venous thrombosis prevention. Therefore, it can compete with 

heparin. The aim of this study was to add a pelB signal peptide to pET-22b plasmid and to investigate the 

expression of recombinant hirudin in E.coli. 

Materials and methods: At first, the 66 nucleotic sequence of hirudin's gene was obtained and 

entered to a powerful vector (pET-22b). N_terminal His-tag was used for protein purification. We 

inserted pelB signal sequence at the begining of the gene to secrete protein to periplasmic region and 

culture medium. The expression of the target protein by origami (DE3) strain was then measured. Finally, 

the target protein was measured in periplasmic region, cytoplasm and culture medium. 

Results: The results showed that more protein was expressed in the periplasmic space and a 

small amount of protein secreted into the culture medium. 

Conclusion: Using the vectors capable of transferring the proteins to the periplasmic region, 

that is very favorable space for the formation of disulfide bonds and properly folding of the target 

protein, could decrease the production of inclusion bodies and increase the production of soluble and 

active proteins 
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 پژوهشي

طراحي و ساخت كلون بيان كننده داروي ضد انعقادي دسيرودين 
 به شكل خارج سلولي در اشرشيا كلي) هيرودين(

  
        1سحر صباغ زاده

        2حسن ميرزاحسيني
       2دلاور شهباز زاده

  3ناجيطاهره 
  چكيده
از غدد بزاقي زالو  ،ضدانعقادي داروي عنوانبه اسيد آمينه است كه  66تا  65هيرودين پلي پپتيدي با  :و هدف سابقه
از اين  هدف. باشد نيزتواند رقيبي براي هپارين  مي بنابراين باشد اين دارو، مهاركننده بسيار قوي ترومبين مي. شود ترشح مي

و ) تعبيه شده است pET-22bروي سكانس پلاسميد  pelBتوالي سيگنال پپتيد ( pelBسيگنال پپتيد الحاق توالي  ،مطالعه
  .باشد مي اشرشياكلي بررسي بيان پروتئين نوتركيب هيرودين در

-pET(ژن هيرودين تهيه و به داخل يك وكتور بياني قوي  HV3آمينواسيدي واريانت  66ترادف  :ها مواد و روش

22b (براي تسهيل در تخليص پروتئين از . شد انتقال دادهHis-tag  در ناحيهN -سيگنال پپتيد . ترمينال ژن استفاده گرديد
pelB  در ابتداي ژن با هدف ترشح به فضاي پري پلاسميك و محيط كشت درج شد و ساختار پلاسميدي حاصله توسط
وتئين توليدي در ناحيه سيتوپلاسم، فضاي پري در نهايت ميزان بيان پر. بيان شد E.coliباكتري  OrigamiB (DE3) سويه

  .پلاسمي و محيط كشت مقايسه گرديد
دهد كه مقدار پروتئين بيشتري در فضاي پري پلاسميك بيان شده و مقدار كمي  دست آمده نشان مي هنتايج ب :ها يافته

  .پروتئين نيز به محيط كشت ترشح گرديده است
قادر به انتقال پروتئين هـدف بـه فضـاي پـري پلاسـميك، كـه محيطـي بسـيار          با به كارگرفتن وكتورهايي كه :استنتاج

هـا   گيري باندهاي دي سولفيد و فلدينگ صحيح پروتئين هدف هستند، احتمال تشـكيل اينكلـوژن بـادي    مطلوب براي شكل
  .يابد هاي محلول و فعال افزايش مي كاهش يافته و توليد پروتئين

  

  ، دسيرودين، ضد انعقادي، پري پلاسميك، هيرودينpelB سيگنال پپتيد :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هاي دارويي هيـرودين و ارجحيـت    با توجه به مزيت

مصرف آن در مقايسه بـا هپـارين بـه عنـوان داروي ضـد      
انعقاد خون، توليـد آن در داخـل كشـور بـراي مصـارف      

پروفسـور  1884در سـال  . باشد ضروري ميدارويي امري 

جـابن هـي كرافـت بـه خاصـيت ضـد       دانشگاه ولز به نام 
 1950انعقادي ترشحات گوارشي زالو پي برد و در سـال  

فريتس ماركواست از آلمان توانست پروتئين هيرودين را 
  .)2 ،1(جدا كند Hirudo medicinalsاز 
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هندسي هيرودين نوتركيب با استفاده از تكنولوژي م
ژنتيــك ايجــاد شــده اســت كــه داراي خــواص دارويــي  

باشـد امـا تفـاوتي كـه بـا       مشابهي با هيرودين طبيعـي مـي  
ــروه     ــد گ ــه فاق ــن اســت ك ــي دارد در اي ــرودين طبيع هي

باشد بنابراين تحـت   مي 63سولفات روي تيروزين شماره 
ايـن تغييـر   شود، گرچـه   عنوان دسولفاتوهيرودين بيان مي

تـر دسـولفوهيرودين    تمايل كـم كوچك ساختاري باعث 
شــود بــا ايــن حــال هيــرودين نوتركيــب  بــه تــرومبين مــي

مهاركننده بسيار اختصاصي براي ترومبين در حدود پيكو 
ــي  ــولار م ــد م ــده   . )3(باش ــار كنن ــيرودين، مه داروي دس

دوظرفيتي، طبيعي، مستقيم، انتخابي و بسيار قوي ترومبين 
كوفـاكتوري   مي باشد كه براي اعمال عملكردش نياز بـه 

هـاي   پلاكتـي و سـاير پـروتئين    -4ندارد و توسط فاكتور 
هـاي   در مقايسه با مهاركننده. گردد پلاسما، غير فعال نمي
كه تشكيل كمپلكس ) مانند هپارين(غير مستقيم ترومبين 

ــرومبين  ــد،   -هــاي كــوالان آنتــي ت ــرومبين را مــي دهن ت
. ابـد هيرودين به طور غير كوالان به ترومبين اتصال مـي ي 

با اين وجود، اتصال هيرودين به ترومبين برگشت ناپـذير  
باشـد   بالاي هيرودين مي Affinityبوده كه اين، ناشي از 

هاي سنتتيك تـرومبين و بـه    و فقط در حضور مهاركننده
شــود و  دنبـال دناتوراســيون حرارتــي تــرومبين، جــدا مــي 

باعــث تبــديل فيبرينــوژن بــه فيبــرين شــده و اتصــال       
هـا   ها را مسدود كرده و باعث مهار تجمع آن ترومبوسيت

هيـرودين پايـداري بـالايي    . )4(گردد در سطح كلاژن مي
ــداري     ــين داراي پايـ ــان داده و همچنـ ــيد نشـ ــه اسـ عليـ
ــه شــرايط    ــوده و نســبت ب پروتئوليتيــك عليــه تريپســين ب

ــزايش    ــا و اف ــزايش دم ــل اف  pHمحيطــي نامناســب از قبي
دين بـه عنـوان   بـه عـلاوه دسـيرو   . دهـد  مقاومت نشان مي

مهاركننده ترومبين، براي پيشگيري از ترومبوزيس عميق 
هـاي   در طي جراحي (Deep vein thrombosis)عروقي 

رسـد نسـبت بـه     رود كه به نظر مـي  ارتوپديك به كار مي
 هپارين موثرتر است و بر خلاف آن، منجر به كاهش تعداد

ــون   ــردش خ ــا در گ  Thrombocytopenia)( پلاكــت ه
ــي ــردد نمـ ــوان   .گـ ــه عنـ ــيرودين بـ ــراي دسـ ــاني بـ   درمـ

Acute myocardial infarction )حـاد عضـله    آنفاركتوس
 در اثر  قلب  عضلاني  هاي سلول  از مرگ  است  عبارتقلب 

و )  قلـب   هـاي  سـرخرگ   خـون   جريـان   يا توقـف   كاهش
Unstable angina pectoris ) آنــژين صــدري عبــارت

بـه  ) خواسـته باشـد  است از درد قفسه سينه كـه از قلـب بر  
   ).5(رود كار مي
  

  شاملانواع هيرودين 
HVI، HVII  وHVIII (Hirudin Variant)  اسـت. 

داروهــاي مشــتق شــده از هيــرودين شــامل دســيرودين و 
Lepirudin  ــالوگ ــز آنـ ــامل    و نيـ ــرودين شـ ــاي هيـ هـ

Bivalirudin  وHirulogs شــايان ذكــر . )6-8(باشــند مــي
هيرودين بـه شـكل    است كه تمام داروهاي مشتق شده از

بـا توجـه بـه نيمـه     . گيرنـد  تزريقي، مورد استفاده قرار مي
هـاي بعـد از جراحـي،     عمر كوتاه هيـرودين و خـونريزي  

سعي در گسترش تجويز آن به شكل غير تزريقي، وجود 
روزي  mg 15دوز پيشنهادي دسيرودين به صورت . دارد

تـا   9و به مـدت   (.s.c)دوبار به صورت تزريق زيرجلدي 
   .)5(باشد روز بعد از عمل جراحي، مي 12

هايي  دست آوردن پروتئين هاستراتژي متداول براي ب
فعال و محلول، به كارگيري وكتورهايي است كه قادر به 
. انتقال پـروتئين هـدف بـه فضـاي پـري پلاسـمي هسـتند       

فضاي پري پلاسمي محيطي بسـيار مطلـوب بـراي شـكل     
بـودن شـرايط    گيري باندهاي دي سولفيد است، مناسـب 

اكسيداسيون و احيـايي بـراي فلـدينگ صـحيح پـروتئين      
هـاي پروتئوليتيـك،    تـر بـودن فعاليـت آنـزيم     هدف، كـم 

سهولت فرآيندهاي پـايين دسـتي تخلـيص و افـزودن بـه      
فعاليت بيولوژيكي پروتئين از ديگـر مزايـاي ايـن محـيط     

 ، DsbA(Bacterial disulfide oxidoreductase). است
DsbC(Disulfide-bond isomerase) هـاي پـري    آنزيم

گيـري و ايزومريزاسـيون    باشـند كـه شـكل    پلاسميك مي
هاي گرم منفي كاتاليز  باندهاي دي سولفيد را در باكتري

اكسيداسـيون و ايجـاد بانـدهاي دي سـولفيد از     . كنند مي
جملــه تغييراتــي هســتند كــه منجــر بــه ايجــاد فلــدينگ و 
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 هشيپژو

جريـان توليـد پـروتئين    در . )9(شوند عملكرد پروتئين مي
ــرودين در   ــب هي ــروتئين در  E.coliنوتركي ــي از پ ، بخش

ساختارهاي نامحلول سيتلاسـمي بـه نـام اينكلـوژن بـادي      
محـدوديت اصـلي در بيـان پـروتئين      .كنـد  تجمع پيدا مي
هـاي   در ميزان تجمع بالاي پـروتئين  E.coliنوتركيب در 

تئين توان پـرو  اگرچه مي .)6(ناهمگن در سيتوپلاسم است
نوتركيــب مــورد نظــر را از اينكلــوژن بــادي اســتخراج و 
خالص نمود ولي هيچ تضميني جهت دارا بـودن فعاليـت   
ــدارد و مطالعــات محــدود هــم    ــوژيكي آن وجــود ن بيول

هـا   اينگونـه پـروتئين   Refoldingبيانگر عدم موفقيـت در  
فعاليت پروتئين بستگي بـه فلدينگـدقيق و صـحيح    . است

زا مانند شوك  هاي استرس حالت. دساختار سه بعدي دار
هاي نوتركيب به ميزان بـالا   حرارتي يا زماني كه پروتئين

هـاي   گيـري اينكلـوژن بـادي    شـوند باعـث شـكل    بيان مي
E.coli 7(شوند مي(.   
هاي مختلف براي كاهش تشكيل اينكلوژن بادي  راه

در تجربيــات متفــاوت بــه كــار رفتــه اســت، از جملــه آن 
   :زير اشاره كردتوان به موارد  يم
  .تر رشد باكتري در درجه حرارت پايين - 1
 E.coliهاي متفاوت  انتخاب گونه - 2

 جايگزين اسيدهاي آمينه - 3

 Fusionيا به عنوان  E.coliاستفاده از تيوردوكسين  - 4

partner با بيان همزمان 

 اضافه كردن قند غير قابل متابوليسم به محيط كشت - 5

 محيط كشت pHتغيير  - 6

يي كه نقص تيوردوكسين ردوكتاز ها استفاده از گونه - 7
 دارند

 Signal peptideهماننـد   Fusion partnerاسـتفاده از  
پلاسميك يا خـارج سـلولي و    جهت ترشح به فضاي پري

  ايجاد حلاليت
هـدف از انجـام پـروژه حاضـر، ايـن بـود كـه بــراي        
افزايش ميزان بيـان پـروتئين هيـرودين، ژن آن بـه داخـل      

كه  جايي وارد شود و از آن (+) pET-22bپلاسميد بياني 
باشـد، ترشـح    مي pelBاين پلاسميد حاوي سيگنال پپتيد 

پروتئين هدف به فضاي پري پلاسميك و احتمالا محيط 
ــي  ــتفاده از   كشــت را تســهيل م ــق اس ــن تحقي ــد در اي   كن

Signal sequence   كاملا مورد توجه قرار گرفتـه اسـت.   
ــن  ــه اي ــا توجــه ب ــه طــور طبيعــي ف   ب ــرودين ب ــد كــه هي   اق

Signal sequence   است، در نظر گرفته شده است كه بـا
ــروتئين       ــان پ ــرودين و بي ــه ژن هي ــش ب ــن بخ ــاق اي الح

پلاسـميك   هيرودين، مكان ترشح پروتئين به فضاي پـري 
يا محيط خارج سلول و يا سيتوپلاسـم مشـخص گـردد و    

  .پروتئين محلول به دست آيد
  

  مواد و روش ها
خريـداري  ( Origami(DE3)اسـتاندارد   سويه :دموا

ــران  ــاكتري ) شــده از بانــك ســلولي انســتيتو پاســتور اي ب
E.coli و وكتـور  جهـت بيـان ژن   عنوان سويه مناسـب  ه ب

pET22b(+) هـاي كشـت   محيط. مورد استفاده قرار گرفت 
 LB-Broth مورد استفاده در اين مطالعه شامل محيط مـايع 

هـاي   آنزيم. بود )LB-Agar )Merck,Germanyو آگار 
  هـاي محدودكننـده و    كاربرده شـده نيـز شـامل آنـزيم     هب

Taq DNA Polymerase  وT4 DNA Ligase  بودند كه
آنتي بيوتيـك  . همگي از شركت فرمنتاز خريداري شدند

 )خريداري شده از شركت داروسـازي فـارابي  (سيلين  آمپي
چنـين   و هـم  μg/mL 100بـا غلظـت نهـايي    به هنگام نياز 

) اري شده از شركت فرمنتازخريد( IPTGمحلول ذخيره 
مـورد اسـتفاده قـرار     mM 1به هنگام نياز با غلظت نهايي 

   .)10(ندگرفت
تـوالي  ) تيتـر جداگانـه  ( :PCRبـا روش   DNAتكثير 

با استفاده از اطلاعات موجود در بانـك   IIIژن هيرودين 
كانادايي ساخته و  Biomatikژني، تهيه و توسط شركت 

ط شـركت سـازنده، داخـل    ژن مورد نظر توس. ارسال شد
 .وارد گرديـد  pGH-Gene 3 (3130 bp)پلاسميدي به نام 
و بـر اسـاس تـوالي     Gene Runnerافزار  با استفاده از نرم

هيــرودين در ســاختار پلاســميدي مربوطــه، بــه جهــت  ژن
 (+) pET-22bكه بعد از كلون كـردن ژن در پلاسـميد    اين

  تيـــد بايســـت ژن دقيقـــا بعـــد از تـــوالي ســـيگنال پپ مـــي
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pelB leader گرفت، پرايمرهـاي جلـو رونـده و     قرار مي
 توالي پرايمرهاي .طراحي شدند PCRمعكوس جهت انجام 

 .نشـان داده شـده اسـت    1شماره  تصويردر مورد استفاده 
تصـوير   ه بـود، تصوير شماره يك اشتباه جايگذاري شد(

كه در صفحه زير مشخص  ميباشدمربوطه توالي پرايمرها 
  )شده است

  

در دمــــاي اتصــــال مناســــب و  PCRپــــس از انجــــام 
 ژن هيرودين از روي ژل آگارز بـا اسـتفاده از  سازي  خالص

 شركت فرمنتاز، محصول DNA) (K0513كيت جداسازي 
در دو محـل بـرش    (+)pET-22bبه وكتور تخليص شده 

  .اضافه شد SalI (3')و  NcoI (5')آنزيم 
ــرودين كلونينــگ ژن    pTG19-Tدر داخــل  IIIهي

PCR cloning vector: )جهت انجـام ايـن   ) تيتر جداگانه
 TA010pTG19-T PCR cloning#كلونينگ از كيـت  

vector    مربوط بـه كمپـانيVivantis   ن ي ـا. اسـتفاده شـد
 BamHIآنـزيم  له يوس ـه ب ـ مربوطهوكتور توسط شركت 

آزاد در  OH′3ن بـا  يميد تيبرش خورده و داراي نوكلئوت
 PCRتـوان محصـولات    ه مـي ج ـينت در. باشـد  دو انتها مي

ن آزاد يبا آدن Taq Polymeraseم يد شده توسط آنزيتول
محصـول  . انتها را به راحتي داخل آن كلـون نمـود   در دو
PCR  حــاويA-overhang  ــور در نســبت ــن وكت ــا اي ، ب

ــالايي تركيــب شــده و    Tهــاي مكمــل از  overhangب

vector  و محصولPCR   گردنـد  با يكديگر هيبريـد مـي .
ايجاد گشته كه اين  Recombinant DNAام يك سرانج

سـويه  . شـود  واقع مي T4 DNA Ligaseنوتركيبي توسط 
Top10  باكتريE.coli   مسـتعد هـاي   جهت تهيـه سـلول ،

بـه روش   ،و وكتـور نوتركيـب   مورد استفاده قرار گرفت

انتقال داده شد هاي مستعد  شوك حرارتي به درون سلول
روي محـيط آگـار    شـده بـر  منتفـل شـده   هاي  سلول. شد

. ندكشــت داده شــد X-galو  IPTG ســيلين، آمپــيحــاوي 
ييــد بــا اســتفاده از أمنظــور ته ســفيد رنــگ بــ هــاي كلــون

و همچنـين    PCRپرايمرهاي طراحي شده ژن هيـرودين، 
 SalI و NcoIهـاي   توسـط آنـزيم  توسـط هضـم آنزيمـي    
   .مورد بررسي قرار گرفتند

 :pET-22b(+)در  IIIساب كلونينگ ژن هيـرودين  
  بـــدين منظـــور، ســـاختار وكتـــور نوتركيـــب هيـــرودين 

III  /pTG19-T هــاي  بــا اســتفاده از آنــزيمNcoI  وSalI 
 مورد هضم آنزيمي قرار گرفت تا بدين وسيله ژن هيرودين

III  ــبنده از آن خــارج گــردد ــاي چس ســپس . داراي انته
هضـم يافتـه بـا دو آنـزيم      pET-22bداخل وكتور بيـاني  
 در نهايت ساختار حاصل شده، در. شد مذكور، ساب كلون

 Origami (DE3)هاي مستعد اشرشيا كـولي سـويه    سلول
 .سيلين كشت داده شـد  حاوي آمپي ترانسفورم و روي پليت

 .انجام شـد  Colony PCRجهت بررسي صحت كلونينگ، 
پس از  :SDS-PAGEو الكتروفورز  IIIبيان ژن هيرودين 
 ،Colony PCRتوســـط  هـــاي حاصـــله تاييـــد كلـــوني

ميلي ليتـر محـيط    5به  هاي مثبت جهت بررسي بيان كلني
. شـدند  سيلين تلقيح بيوتيك آمپي كشت مايع حاوي آنتي

درجـه   37سپس لوله هاي مذكور داخل شيكر انكوباتور 
پــس از حــدود ســه . قــرار داده شــدند rpm 180بــا دور 

نـانومتر   600ساعت جذب نـوري محـيط در طـول مـوج     
 1تـا  0.4محـيط بـه    ODزمـاني كـه    .گيري گرديد اندازه

ــه ــيد، لول ــا توســط  رس ــايي يــك   IPTGه ــا غلظــت نه ب
  ها مجددا داخل سپس لوله .مولار القا گرديدند ميلي

  
  )نادرست بودتوالي پرايمر ( :NcoI (67 mer)توالي پرايمر جلورونده  همراه با سكانس شناسايي آنزيم 

 

T TC GAGCTC G CCATGG CATCATCATCATCATCAC AGCAGCGGC  GACGACGACGACAAA ATG ATCACC - 3´ 
 

  )جايگاه برش آنزيم نادرست تعيين شده بود( :SalI (21 mer)توالي پرايمر معكوس رونده همراه با سكانس آنزيم 

 
5´- CGA  CAG  GTT  TGT  CGA  CAA  AAA - 3´    
 

   و معكوستوالي پرايمر جلورونده  : 1تصوير شماره 

SacI NcoI 
His-Tag Entrokinase

SalI



     
  سحر صباغ زاده و همكاران     
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 هشيپژو

در  180rpmدرجـــه بـــا دور  37نكوبـــاتور شـــيكر ا
ساعت و يـك شـبانه روز    5ساعت،  3هاي متفاوت  زمان

ــه شــدند ــاكتريآوري  پــس از جمــع. انكوب بوســيله  هــا ب
درجه به مـدت   4در دماي  rpm 6000با دور  وژيسانتريف

وسيله سونيكاسيون انجام  هب ديواره، عمل شكست دقيقه 6
ميلـي ليتـر حـاوي     1دست آمده از  هرسوب سلولي ب. شد

نمونه پروتئينـي تحـت شـرايط دنـاتوره بـر روي ژل پلـي       
-SDSالكتروفــورز شــد و ژل  درصــد 15 آكريــل آميــد

PAGE   حاصله جهت بررسي بيان هيرودين نوتركيب بـا
   .گرديدآميزي  از رنگ كوماسي بلو رنگ دهاستفا

 بـراي شناسـايي   :يابي پروتئين نوتركيب هيرودين مكان
هايي كه پـروتئين هيـرودين در آن    ل مكاو تجزيه و تحلي

هــاي مختلــف ســلولي  وجــود دارد، جداســازي فراكشــن
 هـاي  هاي محلول، فراكشن پروتئين شامل فراكشن پروتئين

هاي پري پلاسمي و فراكشـن   ، فراكشن پروتئين نا محلول
جهت جداسازي فراكشـن هـاي   . محيط كشت انجام شد

 را محــيط كشــت حــاوي بــاكتري رشــد كــردهمختلــف، 
سانتريفوژ كـرده مـايع رويـي فراكشـن محـيط كشـت را       
تشكيل خواهد داد در اين مرحلـه بايـد از ورود هرگونـه    

 جهـت . رسوب سلولي به نمونه محيط كشت اجتناب نمـود 
جداسازي فراكشن پري پلاسـميك؛ رسـوب سـلولي بـه     
دست آمده از مرحله قبل بـا اسـتفاده از پروتكـل شـوك     

 Tris-Hcl،Sucrose 20%،EDTA،(MgSO4(اســموتيك 
هـاي   در مرحله بعد جهت جداسـازي پـروتئين   .تيمار شد

انــده از مرحلــه تهيــه مرســوب باقيمحلــول سيتوپلاســمي 
حـل   Tris-HClدر بـافر سـرد   را فراكشن پـري پلاسـمي   

پـس از  . ها با استفاده ازسونيكاتور ليـز شـد   كرده و سلول
هــاي محلــول و  ســانتريفوژ مــايع رويــي حــاوي پــروتئين 

هـاي نـامحلول    ب سـلولي باقيمانـده حـاوي پـروتئين    رسو
دست آمده با استفاده از دسـتگاه   ههاي ب فراكشن. باشد مي

هاي  ها جهت آزمايش اين فراكشن. ليوفيليزه تغليظ شدند
SDS-PAGE )هاي پروتئيني تحت شرايط دنـاتوره   نمونه

به همراه نشانگرپروتئيني روي ژل پلـي آكريـل آميـد بـا     
  سـاعت  3ميلي آمپر به مدت  25جريان  درصد و18غلظت 

 

   .و وسترن بلاتينگ به كار برده شدند) الكتروفورز شدند
 SDS-PAGEپـس از الكتروفـورز    :وسترن بلاتينگ

منظور انجام وسـترن بلاتينـگ بانـدهاي پروتئينـي روي     ه ب
 با استفاده PVDFسپس كاغذ . انتقال داده شد PVDFكاغذ 

 1مـدت  ه ب ـ) BSA درصـد  3حاوي (از بافر مسدودكننده 
ــا     ــه شــد و ســپس ب ــاق انكوب ــاي ات    PBSTســاعت در دم

بـه همـراه    PVDFپس از آن كاغذ . شو داده شدو  شست
ــادي  آنتــي ــال ( anti his6–peroxidaseب آنتــي مونوكلون

كونژوگه شده بـا پراكسـيداز خريـداري     His-tagبادي عليه 
 4ســاعت در دمــاي  12مــدت ه بــ) Rocheشــده از شــركت 

، PBSTگراد انكوبـه شـد و پـس از شستشـو بـا       سانتي درجه
و ) DAB(سوبسترا شامل دي آمينوبنزيدين تتراهيدروكلرايد 

H2O2    ،ــد ــر روي كاغــذ ريختــه و پــس از ظــاهر شــدن بان ب
  .واكنش بلافاصله با آب مقطر متوقف شد

  

  يافته ها
ــط روش   ــرودين توس ــر ژن هي ــا   :PCRتكثي ــدا ب ابت

ي مختلـف اتصـال   دماهـا  Gradient PCRكمـك روش  
درجـه بهتـرين دمـا     5/49ي دما وپرايمر آزمايش گرديد 
پـس از انجـام واكـنش    . تعيين شدجهت اتصال پرايمرها 

PCR        با توجـه بـه انـدازه قطعـه ژن هيـرودين يـك بانـد ،
جفت بازي در كنار ماركر استاندار روي ژل  522حدودا 

  .الكتروفورز مشاهده گرديد
  

  :هيرودينكلونينگ و ساب كلونينگ ژن 
صورت گرفـت   T vectorسپس كلونينگ به داخل 

ــويه    ــه داخــل س ــيون ب از  Top10و پــس از ترانسفورماس
تـك كلنـي سـفيد     48باكتري اشرشـيا كـولي بـه حـدود     

هـاي   براي مشخص كردن كلني. رنگ دسترسي يافته شد
 هـاي مشـكوك،   ، تعدادي از كلنـي PCRواجد محصول 

 )T vectorي نقشـه  تعبيه شده بر رو( BamHIتوسط آنزيم 
 هاي هضـم شـده،   بعد از الكتروفورز نمونه. برش داده شدند

باشـد مـورد    مـي  PCRباند مورد نظر كه حاوي محصـول  
 )ژن هيـرودين ( PCRسپس محصول . شناسايي قرار گرفت



  
 

  1393 ذرآ،  119، شماره  بيست و چهارمدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                           78

خارج  NcoI, SalIهاي  آنزيمتوسط  T-vectorاز داخل 
 1محصــول هضــم آنزيمــي بــر روي ژل آگــارز . گرديــد
. ، لـود شـد  DNAه همراه مـاركر وزن مولكـولي   ب درصد
حـاوي ژن   PCRجفت باز كه همان محصـول   501قطعه 

ايـن  . باشد، از روي ژل آگارز تخلـيص شـد   هيرودين مي
. منتقـل شـد   (+) pET-22bقطعه به داخل پلاسميد بياني 
برقرار و  T4 DNA Ligaseواكنش اتصال، توسط آنزيم 

و بيان، به داخل ساختار حاصل، جهت بررسي كلونينگ 
. ترانسـفورم شـد   E.coliباكتري  Origami (DE3)سويه 

اين پلاسميد به اين جهت انتخاب شد كه توالي سـيگنال  
جهـت تاييـد ورود   . را در خـود دارد  pelB leaderپپتيـد  

به داخل سويه مذكور  (+) pTE-22bپلاسميد نوتركيب 
انجـام   Colony PCRاز باكتري اشرشـيا كـولي، فرآينـد    

ــد ــق  .گردي ــد دقي ــراي تايي ــين ب ــر صــحت ســاب   همچن ت
 حاوي (+)pET-22bكلونينگ، ساختار پلاسميد نوتركيب 
هــاي  توســط آنــزيمژن هيــرودين تحــت هضــم آنزيمــي 

NcoI  وSalI رفت كه در صورت  انتظار مي. قرار گرفت
ساب كلونينگ صحيح، پس از هضم آنزيمي، يك قطعه 

 5452بزرگتـر حـدود   جفت باز و يك قطعه  501حدود 
  ).1تصوير شماره (جفت باز جدا شوند 

  

  
  

تصوير الكتروفورز هضم آنزيمي ساختار پلاسميد  :1تصوير شماره 
حاوي ژن هيرودين توسط آنزيم هاي  (+)pET-22bنوتركيب 

NcoI, SalI براي تاييد دقيق تر صحت ساب كلونينگ  
خروج ژن جفت بازي كه نشاندهنده  501مشاهده باند : 1ستون 

  . مي باشد هيرودين پس از هضم آنزيمي
  .(maxcell)جفت بازي  100نشانگر : 2ستون

و تاييد حضور آن  IIIبررسي بيان پروتئين هيرودين 
هـا و   پس از القاي نمونه :هاي مختلف سلولي در فراكشن

در مقايسه با نشـانگر   SDS-PAGEالكتروفورز روي ژل 
ون بانـــد پـــروتئين كيلـــو دالتـــ 21پروتئينـــي، در ناحيـــه 

و بـا  ) 2تصـوير شـماره   (نوتركيب موردنظر مشاهده شـد  
تصـوير  (استفاده از تكنيك وسترن بلاتينگ تاييد گرديد 

به علاوه بعد از انجام فراكشن گيري و تغليض  ).3شماره 
نمونه ها، نمونه هـاي مربـوط بـه فراكشـن هـاي مختلـف       

. بررسـي شـدند   SDS-PAGEسلولي با استفاده از روش 
نتيجه نشانگر اينست كه به علت وجود سيگنال پپتيد، باند 
بياني پروتئين نوتركيب هيرودين در فراكشن هـاي پـري   

تصـوير  (پلاسميك و محيط كشت نيـز مشـاهده گرديـد    
و مشــاهده بانــد  SDS-PAGEپــس از انجــام  ).2شــماره 

بياني مذكور، جهت تاييد نهايي بيـان پـروتئين نوتركيـب    
ــرودين در فراكشــن ــترن   هي ــلولي، وس ــاي مختلــف س ه
در نهايت، باند مربوط به پـروتئين  . بلاتينگ انجام گرديد

كيلــو دالتــون بــر روي  21نوتركيــب هيــرودين در ناحيــه 
ــذ  ــاهده    PVDFكاغ ــي مش ــاركر وزن پروتئين ــراه م ــه هم ب
تنها در فراكشـن   PVDFباند مذكور بر روي كاغذ . گرديد

   ).3 تصوير شماره(محيط كشت مشاهده نگرديد 
  

 
  

هاي  مربوط به فراكشن SDS_PAGE تصوير ژل: 2تصوير شماره 
  OrigamiB (DE3) مختلف سلولي در

  فراكشن محيط كشت: 1ستون 
  فراكشن پروتئين هاي نامحلول سيتو پلاسمي: 2ستون 
  فراكشن پروتئين هاي محلول سيتوپلاسمي: 3ستون 
  .فراكشن پري پلاسمي: 4ستون 
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  .Protein Ladder :5ستون 
داراي  OrigamiB (DE3)بـاكتري  (نمونه كنترل منفي : 6ستون 

  ).القا نشده است IPTGكه توسط  (+) pET-22bپلاسميد نوتركيب 
حــاوي  OrigamiB (DE3)بـاكتري  (نمونــه كنتـرل مثبــت   :7سـتون  

  ).pET1008پلاسميد نوتركيب 
  
  

  
  

تصويركاغذ وسترن بلاتينگ مربوط به فراكشن هاي  :3تصوير شماره 
  .Origami (DE3)ختلف سلولي در م

  .ماركر وزن پروتئيني: 1ستون
  .فراكشن محيط كشت: 2ستون
  .فراكشن پري پلاسميك: 3ستون
  .ول سيتوپلاسميفراكشن پروتئين هاي محل: 4ستون
  فراكشن پروتئين هاي نامحلول سيتوپلاسمي: 5ستون

  

  بحث
هاي انساني مورد نياز به عنـوان   تقاضا جهت پروتئين

هـايي كـه جهـت اهـداف      روئـي و يـا درخواسـت   مواد دا
توان به طور كامـل از منـابع    تحقيقاتي وجود دارد را نمي

ــان . طبيعــي اســتخراج و تهيــه نمــود  ــايي بي كشــت و توان
ــاكتري   ــا در ب ــان   E.coliوكتوره ــاكتري را ميزب ــن ب ، اي

مناســبي جهــت توليــد مقــادير فراوانــي از پــروتئين هــاي 
ن رو در پـروژه حاضـر،   از اي ـ .)11(نوتركيب نموده اسـت 

تصميم بر اين شد كه براي افزايش ميزان بيان هيـرودين،  
وارد شـود   (+) pET-22bژن آن به داخل پلاسميد بياني 

 pelBكه اين پلاسميد حاوي سيگنال پپتيـد   جايي و از آن
مي باشد، ترشح پروتئين هدف به فضاي پري پلاسـميك  

هاي دي گيري بانـد  كه محيطي بسيار مطلوب براي شكل
باشـد را   سولفيد و فلـدينگ صـحيح پـروتئين هـدف مـي     

آميز پـروتئين   نتيجه نشان از بيان موفقيت. تسهيل مي كند
هـر چنـد وزن   . داد (+) pET-22bهيـرودين در سـاختار   

پروتئين سنگين تـر از حـد معمـول مشـاهده شـد كـه بـر        
اساس نظرات يافت شده در مقالات، اين پديـده بـه ايـن    

ه محصـول ترشـحي پـس از ترشـح بـه      باشـد ك ـ  علت مي
ايـن دايمـري شـدن    . شود محيط خارج سلولي، دايمر مي

پروتئين هيـرودين، بـه دليـل شـكل گيـري بانـدهاي دي       
توانـد باشـد، زيـرا وزن     سـولفيدي داخـل مولكـولي نمـي    

كيلودالتـون   Mass ،7مولكولي هيـرودين توسـط آنـاليز    
تشخيص داده شـده اسـت كـه نشـاندهنده مونـومر شـدن       

اگر باندهاي دي سولفيدي داخل . ايمر مربوطه مي باشدد
 گيرند، پس دايمر مربوطـه  مولكولي به طرز نادرستي شكل

تواند مونومر شود، به عبارت ديگر، اين پديده باعث  نمي
 ، وزن مولكـولي هيـرودين  Massگردد كه توسط آناليز  مي
صورت، سـاختار   كيلودالتون نشان داده شود و در اين 14

ي طبيعي محصول از فلدينگ صحيح خود خارج سه بعد
شده و اين باعث از دست رفـتن فعاليـت بيولـوزيكي آن    

توانــد بــه علــت بــرهم كــنش  ايــن مســئله مــي. گــردد مــي
  .)12(هيدروفوبيك بين دو يا سه مولكول هيرودين رخ دهد

ــرودين در   ــروتئين نوتركيــب هي ــان توليــد پ در جري
E.coli   ــاختارها ــروتئين در س ــي از پ ــول  بخش ــا محل ي ن

. )13(يابـد  سيتوپلاسمي به نام اينكلـوژن بـادي تجمـع مـي    
 E.coliمحدوديت اصلي در بيـان پـروتئين نوتركيـب در    

ميزان تجمع بالاي پروتئين هاي نـاهمگن در سيتوپلاسـم   
اگرچه مي توان پروتئين نوتركيب موردنظر را  ).14(است

از اينكلوژن بادي اسـتخراج و خـالص نمـود، ولـي هـيچ      
يني جهت دارا بودن فعاليـت بيولـوژيكي آن وجـود    تضم

ندارد و مطالعات معـدود هـم نشـان از عـدم موفقيـت در      
Refolding 6(باشد اينگونه پروتئين ها مي(.  

ترشح پروتئين نوتركيـب بـه فضـاي پـري پلاسـمي      
مزاياي فراواني نسبت به توليد سيتوپلاسمي آن دارد، اين 

داسـيون و احيـايي   مزايا شامل مناسب بودن شـرايط اكسي 
ــراي فلــدينگ صــحيح پــروتئين، كمتــر بــودن فعاليــت   ب

هاي پروتئوليتيك، سهولت فرآيندهاي پايين دستي  آنزيم
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تخلــيص و بــالا بــردن و افــزودن بــه فعاليــت بيولــوژيكي 
ترشح پروتئين به محـيط كشـت نيـز    . )4(باشد پروتئين مي

ه توان بـه عـدم نيـاز ب ـ    باشد از جمله مي داراي مزايايي مي
تخريب غشاي خارجي و نتيجتـا جلـوگيري از پروتئـوليز    

ايـن مسـئله   . هاي پري پلاسـمي اشـاره كـرد    توسط آنزيم
دهد توليد پروتئين نوتركيب به صورت پيوسـته   اجازه مي

(Continuous) 15(ادامه يابد.(  
هايي  با توجه به مطالعات انجام شده بر روي پروتئين

فـاكتور  (هسـتند  كه داراي اهميت پزشـكي بـراي انسـان    
و  (GM-CSF)گرانولوســيت -محــرك كلنــي ماكروفــاژ

كه ، )(scFv-phOxقطعه ناپايدار آنتي بادي تك زنجيره 
انجام گرفتـه   pelBپيش از اين با استفاده از سيگنال پپتيد 

است، اثرات قابل توجهي بر روي سطوح كلي بيـان ايـن   
چنـين اثـرات   و هـم   )16(دو پروتئين مشاهده شـده اسـت  

بـه طـور    (pelB)يبي فيوژن پروتئين و سـيگنال پپتيـد   ترك
 HCVC173قابل توجهي توليد پـروتئين نوتركيـب بـالغ    

را تحـت عنـوان    pelBكه توالي  Cويروس بالغ هپاتيت (
را در بـاكتري اشرشـيا كلـي    ) كند سيگنال پپتيد حمل مي

چنـين بـا توجـه بـه مطالعـات       هـم . )17(افزايش داده است
روتئين هيرودين با استفاده از سيگنال انجام شده بر روي پ

با استفاده از سيگنال  HVIIIپپتيد هاي متفاوت، واريانت 
 E.coliبه طور كارآمـدي داخـل    IIآسپاراژيناز -Lپپتيد 
هاي انجام شده،  بيان شد، بعد از ارزيابي AS1.357سويه 

ســطح  shake-flaskمحــيط  ml 250ديــده شــد كــه در 
سـاعت از القـاي بيـان ژنـي      21توليدي هيـرودين بعـد از   

 ATU/ml (~60 mg/L) 500، بـه  1mM IPTGتوسـط  
. )10(رسيد و با ادامـه كشـت، ايـن مقـدار كـاهش نيافـت      

ــا اســتفاده از ســيگنال پپتيــد   HVIIIهمچنــين واريانــت  ب
phoA طور كارآمدي داخل  بهE.coli   سـويهBMH71-18 

بعد هاي انجام شده، ديده شد كه  بيان شد، بعد از ارزيابي
 mM IPTG 5/0ساعت از القاي بيان ژنـي توسـط    21از 

واحــد  mIU/1 A578 350فعاليــت پــروتئين توليــدي بــه 
هـاي پـري    هاي سـلولي و فراكشـن   سلولي در كل عصاره
. ساعت بعـد، پايـدار بـاقي مانـد     10پلاسميك رسيد و تا 

دهـد كـه محصـول تخلـيص شـده داراي       نتايج نشان مـي 
ترمينال بـوده  -Nتظار در ناحيه توالي آمينواسيدي مورد ان

قـوي از  ) ضد انعقـادي (و همچنين فعاليت آنتي ترومبين 
توان گفـت نتـايج    در مجموع مي .)18(دهد خود نشان مي

ــ ــات و    هب ــا ســاير تجربي ــژوهش ب ــن پ ــده در اي دســت آم
ــروتئين  هــاي نوتركيــب در  تحقيقــات در زمينــه ترشــح پ

بــراي اشرشــيا كــولي همخــواني دارد، و مــا نشــان داديــم 
استفاده از مزاياي ترشح پروتئين نوتركيـب بـه خـارج از    

تـوان پـروتئين    سيتوپلاسم، با استفاده از سيگنال پپتيد، مي
چنـين   هم. هيرودين را به فضاي خارج سلولي منتقل كرد

 Proteinبا بررسي اثر سيگنال پپتيـد  اي مشابه،  در پروسه

A  ،ين پـروتئ  مشـاهده شـد كـه   بر روي پروتئين هيرودين
نامبرده در اثر الحاق با سيگنال پپتيـد مـذكور، بـه فضـاي     

با توجه به پيچيدگي فرآيند  .خارج سلولي ترشح گرديد
 تري كارهاي پيشرفته شود از راه پيشنهاد مي E.coliترشح در 

سـازي فرآينـد ترشـح و افـزايش كـارايي آن       جهت بهينه
بهينه براي  Signal sequenceانتخاب يك  .استفاده شود

ــروتئين نوتركيــب مهــم    ــد ترشــحي پ ــر تولي كــارايي بهت
تـوان از سـاير سـيگنال پپتيـدها      ، بنابراين مـي )16(باشد مي

، ميزبـان  E.coliسويه  .استفاده كرد phoA, OmpAمانند 
و نوع پروتئينـي كـه ترشـح خواهـد شـد نيـز بـر كـارايي         

  .ترشح تأثيرگذار است
تا امروز هيچ قاعده و روش عمـومي بـراي انتخـاب    

Signal sequence     مناسب براي يـك پـروتئين مشـخص
آميـز آن باشـد، وجـود     كه تضمين كننده ترشح موفقيـت 

بايســتي بــه روش   Signal sequenceچنــدين  .نــدارد
ها انتخاب  ترين آن خطا آزمايش شوند تا مناسب -آزمون
نيز راهكـار   E.coliهاي ديگر  استفاده از سويه ).15(گردد

به علت محدوديت در . شود ميديگري است كه پيشنهاد 
هـاي مـؤثر در ترشـح كـه باعـث محـدوديت در        پروتئين

شود، استفاده از راهكارهـايي كـه باعـث     ميزان ترشح مي
Overproduction     اجزاي سيسـتم ترشـحي ماننـدSecA 

در صـورتي   .تواند مورد توجه قرار گيـرد  شود، نيز مي مي
ولي كه ترشح و آزادسازي پروتئين به فضـاي خـارج سـل   
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تــوان از راهكارهــاي ديگــري نيــز  مــورد نظــر باشــد مــي
   .استفاده كرد

ــه     ــذيري غشــاي خــارجي ب ــزايش نفوذپ ــا اف ــثلاً ب م
 با اضافه كـردن (، شيميايي )اولتراسوند(هاي مكانيكي  روش

و ) Triton X-100، گلايسين و EDTAمنيزيوم، كلسيم، 
. تـوان بـه نتيجـه رسـيد     مـي ) توسـط ليـزوزيم  (يا آنزيمي 

خارج سلولي همچنين به وسيله تغييـر پارامترهـاي    ترشح
و  pHفيزيكي و شيميايي مانند دما، اجزاي محيط كشت، 

روش پيشنهادي ديگر، اسـتفاده   .يابد هوادهي افزايش مي
 .هايي است كه در ساخت غشاي سلول نقص دارند از سويه
هـاي   ترين مثال در اين مـورد اسـتفاده از بـاكتري    معروف

L-Form دباش مي.  
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