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Abstract 
 

Background and purpose: Measurement of thyroid stimulating hormone (TSH), usually 

through RIA and ELISA tests, is very useful for the diagnosis of thyroid disorders. Considering the 

structural similarity between alpha chain of TSH and the three glycoprotein hormones of luteinizing 

hormone, follicle stimulating hormone, and chorionic gonadotropin (CG), in this study, we aimed to 

examine the produced beta-subunit of TSH (TSHβ) in terms of antigenicity. 

Materials and methods: In this study, human TSHβ gene was synthesized using recombinant 

method. The cloning, expression, and purification were performed in Escherichia coli. Thereafter, 

antigenicity of the protein against antibodies against animal monoclonal TSH was evaluated using 

Western Blot technique. 

Results: TSHβ gene was cloned and expressed correctly in the bacterial host. The purified 

protein reacted with the specific antibody in Western Blot. 

Conclusion: Although recombinant TSHβ protein is different from the natural protein in some 

respects such as structure and spatial shape, it had acceptable antigenicity. On the other hand, it seems 

that this protein, due to having more TSH epitopes, can be applied in diagnostic kits to enahance the 

specificity of these tests. 
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 پژوهشي

كلونينگ، بيان و تخليص پروتئين نوتركيب زيرواحد بتاي هورمون 
TSH  انساني(TSHβ) ژنيسيته آنو ارزيابي آنتي  

  
  1هادي محمدزاده
  2نژادبهزاد خوانساري

  3عبدالرحيم صادقي
  4حميد ابطحي

 
  چكيده
بسيار  ،) براي تشخيص و بررسي اختلالات تيروئيديTSHگيري هورمون محرك تيروئيد (اندازه :و هدف سابقه

بين  با توجه به اينكه زنجيره آلفاشود. اين منظور استفاده مي براي ELISAو  RIAهاي از آزمون معمولاً بوده ومفيد 
TSH  و سه هورمون گليكوپروتئينيLH ،FSH  وCG  وجود دارد؛ بنابراين، در پژوهش شباهت ساختماني زيادي

   ژنيسيته مورد بررسي قرار گيرد.، توليد شده و از نظر آنتيTSHواحد بتا حاضر سعي بر آن است كه زير
 ، بيان و تخليصينگكلونو مراحل سنتز  روش نوتركيبانساني به  TSHβ، ژن تجربي پژوهشدر اين  :هاروشمواد و 
 )Western Blot( ژنيسيته پروتئين آن با تكنيك وسترن بلاتآنتي ) انجام شد. سپس،Escherichia coli )E.coli در باكتري
 .بررسي قرار گرفتمورد منوكلونال حيواني  TSHهاي ضد باديعليه آنتي
 ياختصاص يباديآنت با شدهخالص نيپروتئ و گرديد انيب و كلون يي،ايباكتر زبانيم در يدرستبه، TSHβ ژن :هايافته

  .داد نشان واكنش بلات وسترن تكنيك در
و شكل فضايي با پروتئين طبيعي،  ساختار انندهايي مداشتن تفاوت با وجود ،نوتركيب TSHβپروتئين  :استنتاج

قابليت  بيشتر، TSHهاي توپاپي داشتندليل رسد اين پروتئين بهنظر ميبه ديگر،از سوي  .قبولي داشتژنيسيته قابلآنتي
  .ها داردشدن اين آزمايشبراي افزايش اختصاصيرا  غيرههاي تشخيصي و شدن جهت استفاده در كيتجايگزين

  
  هورمون محرك تيروئيد كلونينگ، زيرواحد بتاي تيروتروپين، پروتئين نوتركيب،، الايزا كليدي:هاي واژه

  

مقدمه
)، گليكوپروتئيني TSHهورمون تيروتروپين (

زاد سنتز و آ ،بوده و از بخش قدامي غده هيپوفيز
و   TSH ،LH،FSHچهار هورمون  .)1،2( شودمي

CG واحد از دو زيرα  (مشترك) وβ  اختصاصي هر)
 واحد آلفا،). زير3- 5( اندهورمون) تشكيل شده

قسمت فعال و مسئول اثرات عملكردي هورمون 
فرد بوده و منحصربه ،TSHدر  واحد بتا؛ اما زيراست

 هورمون در سطح سلول متصلگيرنده  هاين قسمت ب
واحدهاي بتا در ميان زيرشايان ذكر است كه شود. مي

هاي گوناگون از نظر توالي آمينواسيد تفاوت هورمون



     
  و همكاران هادي محمدزاده  
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  .)6،7( دندار
هاي حيواني در گونه براين، زيرواحد آلفاعلاوه

 92 اين زيرواحد،يكساني دارند.  ترادف تقريباً
 kb 4/9اسيدآمينه داشته و طول ژن آن در انسان 

ژني  هيك نسخ، hTSHβژن . )6( باشدمي
 118شامل واحد زير. اين باشدميفرد بهمنحصر
آمينه اسيد 138 ،ساز آن نيزآمينه است و فرم پيشاسيد

مربوط به پپتيد نشانه آن اول  مورد 20دارد كه 
در حدودي تا TSHβسازماندهي ژن . )8ـ10(باشد مي

متفاوت است. طول ژن  ،هاي مختلفميان گونه
TSHβ  ،انساني kb3/4  دواگزون و  سهو از بوده 

كه وزن حاليدر؛ )9،11( اينترون تشكيل شده است
در  βهمراه به α واحدزيراي آمينهمولكولي توالي اسيد

هاي اضافي كربوهيدرات و است Da 28,000حدود 
) منجر به وزن مولكولي TSHوزن  درصد 15(

  . )2،7( شودبالاتري از آن مي
چندين مرحله تغييرات پس  شاملبالغ  TSHتشكيل 

خروج  ياين مراحل دربرگيرنده باشد كهمياز ترجمه 
شدن و گليكوزيله زيرواحداز هر دو هاي نشانه اسيدآمينه
 حيصح ييبازآرا اجازه، βو  α به زيرواحدهاي است كه
واحدها زير دايمرشدنهتروكه باعث طوريدهد؛ بهرا مي
. )12،13( شودميسلولي از تجزيه درون مانع و گشته

 رنقش بسيار مهمي را د TSHاند كه مطالعات نشان داده
هاي تيروئيدي و آزادسازي هورمون سنتز تحريك

 ايفا كرده و )T3ونين () و تري يدو تيرT4تيروكسين (
  عنوان فاكتور رشد و بقاي غدد تيروئيد عملبه
هاي تيروئيدي وظيفه تنظيم هورمون. )1،3( كندمي

   مصرف انرژي، توليد گرما و تسهيل رشد در بدن را بر
-Thyrotropin( TRHبراين، علاوه .)14( عهده دارند

releasing hormone (و ترشحسنتز ترين محرك عمده 
TSH هاي تيروئيد كاهش سطح هورمون باشد ومي
 و تشديد اثر تحريكي  TSHايافزايش توليد پايه سبب

TRH  برTSH ديگر، عبارتبه شود؛مي عكسرو ب T3 
بر ترشح  ترتيبسبب بازخورد منفي مهاري به T4و 

TSH هيپوفيزي وTRH  1( گرددهيپوتالاموسي مي(.  
توليد غيرطبيعي  ،ترين اختلال غده تيروئيدشايع
گيري سطح خوني هاي تيروئيد است. اندازههورمون

 اننددر بررسي اختلالات تيروئيدي م TSHهورمون 
باشد ميبسيار مفيد  غيرهپركاري و  ،كاريكم

تواند انساني نوتركيب مي TSH). همچنين، 16،15(
 رو،؛ ازاينانساني هيپوفيزي شود TSHجايگزين 

هاي آزمايشعنوان استاندارد و ردياب در تواند بهمي
 و RIA (Radio Immunoassay( ي از جملهتشخيص

)Immunoradiometric assay (IRMA كاربه  
يي كلينيكي اكارهاي مختلف، . در پژوهش)17(رود 
TSH هاي تيروئيدي نوتركيب در تشخيص بيماري

هدف اصلي استفاده از آن،  و مشخص شده است
  .)18،19(باشد ميشگيري از هيپوتيروئيديسم پي

، TSHهاي جا كه زنجيره آلفا در بين هورموناز آن
LH،FSH   وCG  ترادف مشابهي دارد، ممكن است
هاي تشخيصي اين در آزمايش اختلال ايجاد باعث

ها شود؛ بنابراين، در پژوهش حاضر سعي بر آن هورمون
بار، شكل نوتركيب زنجيره بتا است كه براي اولين

TSHنهايت، پروتئين ، توليد شده و تخليص گردد و در
ي آن مورد ژنيسيته با شكل طبيعشده از نظر آنتيتوليد

   بررسي قرار گيرد.
  

  هامواد و روش
  باكتريايي هايسويه و ژن، پلاسميد

دسترسي  هانساني با شمار TSHβتوالي ژن 
NM_000549  از بانك ژنيNCBI و دست آمدبه 

 Vector NTIسازي كدوني با برنامه بهينهپس از 
استفاده از ميزبان باكتريايي) توسط شركت  دليل(به

biomatic  كانادا در ناقل پلاسميدي كشورpBSK 



  .يانسان TSHهورمون  بينوترك يواحد بتا ريز تهيسيژنيآنت يبررس
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 .گرديدسنتز 

بود كه  E.coliدر اين پژوهش، ميزبان باكتريايي 
 و DH5α هبراي كلونينگ اوليه و تكثير پلاسميد از سوي

 استفاده گرديد كه  BL21(DE3)pLysS هبيان از سوي
و  ژنتيك مهندسي ملي هر دو سويه از پژوهشگاه

 apET32از پلاسميد  ،همچنين فناوري تهيه شدند.زيست
عنوان ناقل آمريكا) بهساخت كشور  Novagen (شركت

  .گرديدكلونينگ و بياني استفاده 
 رفته كاربه شيميايي مواد يهكلكر است كه شايان ذ

 از مراحل ساير ها ومحلول بافرها، ساخت در
و ساخت كشور آلمان  Rochو  Merckهاي كتشر

ساخت كشور  Fermentasهاي شركت از نيز، هاآنزيم
  .ساخت كشور ايران فراهم شدند سيناژن و ليتواني
  
  كردن اوليهكلون

به روش كلريد  DH5α E.coliهاي مستعد سلول
ها در كشت باكتري. كلريد منيزيم ساخته شدند -كلسيم
در طول و  صورت گرفت) Luria-Bertani )LB محيط
پايان يافت و انكوباسيون  ،=4/0OD با nm 600موج 
همچنين، سازي شدند. يند مستعدآها وارد فرباكتري

به  TSHحاوي  pBSK پلاسميدي ترانسفورماسيون ناقل
ها در مستعد صورت گرفت و باكتري DH5αهاي سلول

به  pBSK(پلاسميد  Ampمحيط نوترينت آگار حاوي 
تخليص  و سيلين مقاوم است) كشت داده شدندآمپي

 mini-preparationشيوه  ها بهپلاسميد از اين باكتري
شده از پلاسميدهاي تخليص گرفت و در ادامه،انجام 

از  ،منظوربدينند. گرديدنظر كيفي و كمي بررسي 
و  درصد 8/0روش الكتروفورز افقي بر روي ژل آگارز 

  .)20( روش اسپكتروسكوپي استفاده شد
  

  PCRبا واكنش  TSHβتكثير ژن 
   PCRبا واكنش  TSHβبراي ادامه كار، قطعه 

  پژوهششده در اين  استفاده هايپرايمر :1 شمارهجدول 
  توالي پرايمر  توضيحات

آنزيم  پرايمر رفت حاوي جايگاه برشي
Hind III  

5’-AGC AAG CTT TTT TGC 
ATT CCG- 3’  

پرايمر برگشت حاوي جايگاه برشي 
  Xho I آنزيم

5’-TTA CTC GAG CAC GCT 
AAA GCC CAC- 3’  

  
) خارج pBSKتكثير داده شد تا از ناقل قبلي (

) pET32aشده و آماده ورود به ناقل جديد (پلاسميد 
پرايمرهاي  ميزان آن افزايش يابد. چنين،و هم گردد

 TSHβكننده قطعه ژني رفت و برگشت براي ناحيه كد
)bp 354( ،افزار به كمك نرم نيزAlleleID 6  طراحي

ذكر است كه شايان  ).1(جدول شماره  گرديدند
ي تـرادف لازم بـراي شناسـايي و پرايمر جلو دارا

باشد و پرايمر عقب نيز مي HindIII توسط آنزيم بـرش
شناسايي و برش توسط آنزيم  از تـرادف لازم بـراي

XhoI باشد.برخوردار مي  
از تخليص  PCRبراي انجام براين، علاوه
شد و دماي واسرشتگي عنوان الگو استفاده پلاسميد به

و دماي تكثير  C52° معادل اتصالدماي ، C94معادل 
شده لحاظ زمانمدت .تنظيم گرديد C72ژن معادل 

نيز برابر با يك دقيقه در نظر  PCRبراي هر مرحله 
ترين غلظت همچنين، براي تعيين مناسب گرفته شد.

  و 1، 75/0در سه غلظت  PCRمنيزيم، واكنش 

mM 5/1  صورت گرفت. ذكر اين نكته ضرورت
 و بود μl 25 معادل كلي واكنشحجم دارد كه 
 درصد 8/0با الكتروفورز ژل آگارز  PCRمحصول 

  .مورد بررسي قرار گرفت
  
  كردن ژن در ميزبان تكثيريكلون

در  PCRبراي تخليص قطعات ژني، كل محصول 
 توسطتخليص  و شد قرار دادهيك چاهك بزرگ 

 صورتآلمان ساخت كشور  Rochكيت شركت 
هضم آنزيمي قطعات ژني و ناقل  منظورهب .گرفت



     
  و همكاران هادي محمدزاده  
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apET32  ،گرديداز روش هضم آنزيمي استفاده نيز .
هاي با آنزيم apET32و پلاسميد  TSHβقطعه ادامه، در

Hind III  وXho I اتصال ژن  و برش خوردTSHβ  به
apET32  آنزيم ليگاز استفاده از باT4 سپس،  .انجام شد

شده به قطعات ژني، به باكتري هاي متصلپلاسميد
DH5α  گرديدترانسفورم.  

  
  كردن ژن در ميزبان بيانيكلون

 ژن حاوي apET32پلاسميد ابتدا  براي بيان پروتئين،
TSHβ  به درون باكتريE.coli BL21 (DE3) pLysS  
شده در هاي ترانسفورمباكتري گرديد وترانسفورم  ،مستعد

سيلين و كلرامفنيكل محيط نوترينت آگار حاوي آمپي
  كشت داده شدند.

  
  القاي بيان پروتئين

 yeast القا با تركيباز محيط  نيز، القا جهت

extract g 14 ،Bactotryptone g 12 ،NaCl g 10 ،

KCl g 1 ،g MgCl 5/0 و g CaCl 5/0 .استفاده شد 
) μg/ml35 سيلين (آمپيبيوتيك از افزودن دو آنتي پس
از باكتري  μl 500 )، ميزانμg/ml 34(كلرآمفنيكلو 

و در محيط القا افزوده گشت  ml 100 بهيافته كشت
در دقيقه  دور 220و  C 37°دماي با  انكوباتور شيكردار

هـا بـه حـد كه تعداد باكتريپس از اين  قرار گرفت.
 M  1 ،IPTG) از محلول =OD600 6/0رسيد ( مناسـب

)Isopropyl-β-Dthiogalactopyranoside( القاي  جهت
 بيان پروتئين به سوسپانسـيون بـاكتري اضـافه گرديـد تـا

 .برسد mM  1به IPTGغلظت نهايي 

برداشته  هانمونه ،بعد از القا ساعت 6و  4، 2سپس 
هاي نمونهدر ادامه، . ها تهيه گرديدباكتريشد و رسوب 

  با استفاده و همراه ماركر پروتئينيقبل و بعد از القا به
 درصد 12الكتروفورز عمودي بر روي ژل از 
   .شدندبررسي  (SDS-PAGE)آميد آكريلپلي

  تخليص پروتئين نوتركيب
دليل وجــود دنبالــه در ايــن پژوهش بــه

شـده كـه توسـط در پروتئين بيان 6His.tag)هيســتيديني (
اضــافه شــده اســت، تخلــيص  pET-32aوكتـور بيـاني 

و طبق ) Ni-NTA agarose resin( آن توســط كيــت
، ساخت كشور Qiagenدستورالعمل شركت سـازنده (

 .اساس كروماتوگرافي تمايلي صورت گرفتآمريكا) بر
شـده نيز بـا اسـتفاده از روش ميزان پروتئين خـالص

كيفيت آن  گيري گرديد واندازه) Bradford( بـردفـورد
درصد  12آميد اكريلپلي از طريق ژل الكتروفورز

)SDS-PAGE.بررسي شد (  

  
  با تكنيك وسترن بلاتژنيسيته بررسي آنتي

همراه ماركر شده بهپروتئين تخليصدر اين قسمت، 
انتقال  گرديد وپروتئيني در ژل عمودي الكتروفورز 

، PVDFآميد به غشاي آكريلهاي پروتئيني از ژل پليباند
با  PVDFغشاي  سپس،ساعت صورت گرفت.  2طي 

بافر شستشو  توسطو گشت آميزي رنگ پانسو اس، رنگ
ساعت  2مدت به PVDFكردن غشا، از بلوكه پسداده شد. 
رقت  و HRPبا آنزيم  كونژوگه  Anti-TSHباديبا آنتي
ذكر قابل و در روتاتور قرار گرفت.  گشتانكوبه  1:100

منوكلونال موشي و اهدايي  ،هابادياين آنتيت كه اس
 نيز، گستر ساوه بودند. در مرحله آخرشركت پادتن

شد و با  منتقلتازه  DABدر سوبستراي  PVDFهاي غشا
هاي پروتئيني لحاظ وجود باندبه ،اعمال تاريكي محيط

  .گرديدنظر بررسي  مورد
  

  ها يافته
  TSHβتكثير ژن 

در هر سه غلظت منيزيم، باند قطعه با  PCRدر واكنش 
 ،mM 75/0 در غلظت منيزيم كه ديده شد bp 354اندازه 

  ).1 تصوير شمارهباند بهتري در ژل وجود داشت (
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  روي ژل افقي βTSHقطعه  PCRنتيجه  :1 تصوير شماره

: محصول 4و  3 ،2 شماره هايچاهك ؛DNA: نشانگر 1 شماره چاهك
PCR و 1، 75/0هاي منيزيم ترتيب با غلظتبه mM 5/1   

  
 ناقل بيانيكردن ژن در كلون

صورت  pET32aكردن ژن در ناقل بياني كلون
هاي باكتري به βpET32a + TSHترانسفورماسيون . گرفت

ييد، تخليص أجهت ت و آميز بودموفقيت DH5αمستعد 
هاي پلاسميدذكر است كه شايان پلاسميد انجام شد. 
حركت كندتري  ،شدنترعلت سنگينحاوي قطعه ژني به

روي ژل  بركنترل  pET32aداشته و بالاتر از پلاسميد 
  ).2 تصوير شمارهگيرند (قرار مي

  

  
حاوي قطعه   pET32aنتيجه تخليص پلاسميد  :2 تصوير شماره
  روي ژل افقي

 3 ،2 شماره هايچاهك ؛نخوردهدست pET32a :1 شماره چاهك
 βpET32a + TSH: تخليص پلاسميد 4و 

  تخليص پروتئين نوتركيب توليد و 
ساعت  4گذشت  پس از TSHβپروتئين نوتركيب 

وزن پروتئين توليدشده  كه توليد گرديد IPTG القا با از
 در TSHβبود. نتيجه القاي پروتئين  KDa 30 حدود در

 سازي پروتئينآمده است. خالص 3تصوير شماره 
TSHβ  كيت استفاده از بانيزNi-NTA   اساس برو

) 4تصوير شماره ( شدسازنده انجام  دستورالعمل شركت
غلظت پروتئين ذكر اين نكته ضرورت دارد كه 

 . بود mg/ml 200 با در محلول برابر شدهتخليص
  

  
  روي ژل عمودي TSHβنتيجه القاي بيان پروتئين  :3 تصوير شماره

: نمونه قبل از 2 شماره چاهك؛ ماركر پروتئيني :1 شماره چاهك
: 4شماره چاهك  ؛ساعت القا 2نمونه بعد از  :3 شماره چاهك؛ القا

  ساعت القا 4نمونه بعد از 
  

  
  روي ژل عمودي βTSHنتيجه تخليص پروتئين  :4 تصوير شماره

: ماركر 2 شماره چاهك ؛: نمونه تخليص پروتئين1 شماره چاهك
  پروتئيني
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روي كاغذ  TSHβنتيجه وسترن بلات پروتئين  :5 تصوير شماره

PVDF  
همراه : ماركر پروتئيني به2ستون  ؛TSHβنمونه پروتئيني  :1ستون 

  نمونه پروتئيني
  

  ژنيسيتهبررسي آنتي
آمده، نمونـه پروتئيني دستبه نتـايجاسـاس بـر
بادي اختصاصي در كاغذ نيتروسلولز شده با آنتيخالص

 باند مربوط به آن در محدوده موردواكنش نشان داد و 
 ). 5تصوير شماره تشكيل شد ( PVDFنظر روي غشاي 

  

  بحث
در بررسي  TSHگيري سطح خوني هورمون اندازه

بسيار  غيره،پركاري و  ،كاريكم اننداختلالات تيروئيدي م
 ،تيروئيديهاي بيماريتوجه است كه قابل. باشدميمفيد 

اندكي  تعدادزيادي در جامعه دارند و  شيوع متوسط تا نسبتاً
  شوند.نادر محسوب مي ها بيمارياز آن

TSH ايمنو حساس بسيارهاي وسيله آزمونهب) -
طور معمول و به شودگيري ميراديومتريك و الايزا) اندازه

گردد و با مياستفاده انساني  TSHبراي سنجش آن از 
توجه به توليد اندك اين هورمون در غده هيپوفيز، بيشترين 

هاي تمركز بر توليد نوتركيب آن با استفاده از ميزبان
هاي باشد. شايان ذكر است كه در آزمايشباكتري مي

شود. با از كل پروتئين آن استفاده مي TSHگيري اندازه
، TSHهاي توجه به شباهت ترادف آلفا در هورمون

LH،FSH   وCG،  .امكان كسب نتايج كاذب وجود دارد

هدف از اين پژوهش، توليد نوتركيب زنجيره بتا و بررسي 
نوتركيب انساني  TSHژنيسيته آن بود. به همين منظور، آنتي

جهت بررسي  IRMAو  RIAبراي تهيه استاندارد ثانويه در 
 hTSHشد كه  شخصم گرديد وآزمايش  ،كلينيكي

با تمام اتصالات و معيارهاي كروماتوگرافيكي نوتركيب 
و هيچ  داشتههيپوفيزي وجود دارد، مطابقت  hTSHكه در 

گيري حين استفاده در اندازه را نوع خطاي چشمگيري
 hTSH بنابراين، ؛كندهاي سرمي نامعلوم ايجاد نمينمونه

هيپوفيزي  hTSHجايگزين  طور كاملبهتواند نوتركيب مي
  ردياب در تشخيص چنينعنوان استاندارد و همبه وشود 

In vitro انندم RIA ،ELISA  وIRMA  مورد استفاده قرار
هاي ساير هورمونكه كند پيشنهاد مي گيرد (اين امر

توانند براي تهيه معرف جهت ايمنواسي مي نيزنوتركيب 
  ). 17) (كار روندهب

هاي انساني در بيان ژنذكر اين نكته ضرورت دارد كه 
E.coli هاي غالب كدون تفاوت زياد ميان تركيب دليلبه

بادي در پروتئين و نيز تشكيل انكلوژن E.coliانسان و 
 هب ،سولفيدي داخليهاي ديپيوندوجود  دليلنوتركيب به

 جهت . در پژوهش حاضر)21،22( پاييني بوده است ميزان
 TSHβسازي كدوني و طراحي ژن بهينهغلبه بر اين مشكل، 

 دليلبه همچنين، .شدانجام  Vector NTIافزار توسط نرم
) در انتهاي آميني 6His.tagوجود دنباله هيستيديني (

اضافه  pET32aشده كه توسط ناقل بياني پروتئين بيان
 و (Ni-NTA)، تخليص آن توسط رزين نيكل گرديد

  .)23( صورت گرفتاساس كروماتوگرافي تمايلي بر
كتريايي ميزبان با در TSHβ پروتئين براين، توليدعلاوه

از ميزبان  تنها ،و براي كلونينگ و بيان گرديدبهينه 
گليكوزيلاسيون و  اين،بنابر گرديد؛باكتريايي استفاده 

انجام  ،سولفيدي در پروتئين نوتركيبهاي ديتشكيل باند
كه اي گونهبه ؛و شكل فضايي آن متفاوت خواهد بود نشد
اي و برخي آمينهدر داشتن ساختار اسيد تنهاتوان گفت مي
هاي طبيعي يا نوتركيب هاي خطي با پروتئينتوپاپي
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  يوكاريوتي مشابهت دارد.
هاي زنجيرهدهند كه مطالعات مختلف نشان مي

كه پس از توليد اين هورمون در انسان به  اوليگوساكاريدي
براي فعاليت هورمون لازم  شود،زنجيره پروتئيني افزوده مي

هيچ تفاوتي در فعاليت  ،لهدگليكوزي TSH باشد؛ امامي
قسمت كلي، طور. به)4،24( دهدنشان نمي گيرندهاتصال به 

هاي بادينتيتوپ با آدر شناسايي اپي TSHβكربوهيدراتي 
كه حاليدر ؛يا نقش كمي دارد شته ومنوكلونال نقشي ندا
نتايج همچنين، سولفيدي حياتي هستند. تماميت باندهاي دي

كه عدم كاهش يا كاهش  اندهنشان داد ELISAمطالعات 
منوكلونال به هورمون  هايباديآنتيدر اتصال اين  اندك

شود و ده ميطبيعي دي TSHدگليكوزيله نسبت به هورمون 
دهد كه دايمر اين زماني رخ مي ، تنهاثير كربوهيدراتأت

  .)5،25،26( تشكيل شود زيرواحدها
، TSHβژن حاضر  پژوهش، در وجود اين با

آميزي در ميزبان كلونينگ، بيان و تخليص موفقيت
لحاظ اندازه ژني و پروتئيني با به . همچنين،باكتريايي داشت

ژنيسيته هاي طبيعي مطابقت داشت و در بررسي آنتينمونه
منوكلونال  TSHهاي ضد باديبا آنتي را واكنش خوبي ،نيز

هاي مطالعات با يافتهاين موضوع  ،بنابراين ؛موشي نشان داد
هاي اسيد سياليك و ديگر ساختار نبودنمبني بر دخيلقبلي 

 هماهنگ ژنيسيته اين پروتئينكربوهيدراتي در آنتي
 TSHβرسد كه پروتئين نظر ميبه سوي ديگر،. از باشدمي
از خودش نشان را  TSHاي در حد ژنيسيتهتواند آنتيمي

 هاي موردتوپشود كه بيشتر اپياستنباط ميطور دهد و اين
، در TSHهاي ضد باديقبول با آنتينياز براي واكنشي قابل

 احتمالاًمعنا كه بدين ؛اندقرار گرفته TSHواحد بتاي زير
از  ،هاي تشخيصيدر كيت TSHجاي استفاده از توان بهمي

TSHβ احتمال واكنش  ،صورت اين استفاده كرد كه در
ها به در اين كيت CGو  LH ،FSHهاي قاطع با هورمونمت

بودن اختصاصي معنا كهبدين ؛رسدكمترين حد ممكن مي
  رود.بالاتر مي آزمايش

به  TSHβدهد كه پروتئين نتايج اين پژوهش نشان مي
ژنيسيته، مشابه گردد و از نظر آنتيروش نوتركيب توليد مي

  باشد. با فرم طبيعي آن مي
سازي و بيان توان گفت با اينكه كلونمي مجموع،در

و در بررسي  آميز بوديتموفق E.coliدر  TSHβپروتئين 
وسترن بلات با  آزمايش ،ژنيسيته اين پروتئينآنتي
داشت؛ هاي منوكلونال موشي نيز نتيجه مطلوبي باديآنتي
هاي هاي نوتركيب در كيتاستفاده از اين پروتئين اما

عنوان استاندارد يا كنترل و يا حتي توليد تشخيصي الايزا به
استفاده از اين  نيزو  TSHهاي منوكلونال عليه باديآنتي
ديگري جهت  تحقيقاتها در كيت، نيازمند باديآنتي

سازي حداكثري اين پروتئين با نوع طبيعي آن در همسان
سولفيدي، هاي ديلحاظ ساختار، حضور باندبهبدن جاندار 

  .باشدمي غيرهژنيك و هاي آنتياخصشكل فضايي، ش
  

  سپاسگزاري
زاده، نامه هادي محمدبرگرفته از پايان پژوهشاين 

باشد كه با شناسي ميميكروب دانشجوي كارشناسي ارشد
تصويب و در معاونت تحقيقات دانشگاه اراك  1096كد 

 ،بنابراينبا پشتيباني مالي آن معاونت انجام شده است؛ 
انشگاه علوم پزشكي تحقيقات دوسـيله از معاونـت بـدين

همكاراني كه ما را  كليـهنيز دليـل پشـتيباني مـالي و اراك به
شكر و قدرداني ت صـميمانه اند،ياري رساندهدر اين پژوهش 

 ..نماييممي
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