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Abstract 

 

Background and purpose: Human epidermal growth factor (hEGF) is a polypeptide of 53 

amino acids with various medical application such as wound healing. The purpose of this study was cloning, 

expression, and purification of recombinant human EGF (rhEGF) and assessment of its mitogenic effect 

on NIH 3T3 cells. 

Materials and methods: Subcloninig of hEGF was performed in to pET24a (+). Protein 

expression was done under standard conditions. According to the protein expression as inclusion body, 

mild solubilization using alkaline pH buffer was utilized for protein solubilization. Ultimately, after 

refolding of solubilized proteins, MTT assay was performed to assess the mitogenic effect of rhEGF in 

NIH 3T3 cells treated with various concentrations of rhEGF. 

Results: Mild solubilization of inclusion bodies with alkaline buffer and subsequent refolding 

had a very high efficiency. MTT assay showed that cells treated with our rhEGF exhibited significantly 

higher proliferation compared to control after 72 h (P < 0.0001). 

Conclusion: It seems cytoplasmic expression system is an efficient system for production of 

recombinant hEGF. The method presented in this study is a simple, accessible, affordable and of high 

efficiency for solubilization of inclusion bodies which is also helpful in achieving bioactive form of 

human epidermal growth factor. 
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  وتركيب و نفاكتور رشد اپيدرم انساني  توليد آزمايشگاهي
  ارزيابي عملكرد آن در بقاي سلولي

  
       1پورانوري سارا

       2فيروز ابراهيمي

       3غلامرضا جوادي

  4بزرگمهر مداح
  چكيده
اسيد آمينه است كه كاربردهاي وسـيعي در   53، پلي پپتيدي داراي )hEGF(فاكتور رشد اپيدرم انساني  :و هدف سابقه

نوتركيـب و بررسـي اثـر     hEGFص هدف از اين پژوهش، همسانه سـازي، بيـان و تخلـي   . پزشكي و به ويژه ترميم زخم دارد
  .بود NIH3T3ميتوژنيك آن بر دودمان سلولي 

بيان پروتئين تحت شرايط . صورت گرفت pET24a، درون وكتور hEGFسازي ژن  زيرهمسانه :ها مواد و روش
ا استفاده از بملايم سازي  هاي نامحلول بود، محلول از آن جايي كه بيان پروتئين به صورت كنجاله. استاندارد صورت گرفت

هاي  در نهايت و پس از ايجاد تاخوردگي مجدد، اثر ميتوژنيك اين پروتئين در غلظت. قليايي صورت گرفت pHبافري با 
 .مورد بررسي قرار گرفتNIH3T3 مختلف بر دودمان سلول 

جدد داراي بازده بسـيار  هاي نامحلول با بافر قليايي و پس از آن انجام تاخوردگي م سازي ملايم كنجاله محلول :ها يافته
هاي تيمار شده با فاكتور رشد اپيدرمي بيان شده در ايـن تحقيـق، پـس از     ، نشان داد كه سلولMTTنتايج آزمون . بالايي بود

  .نشان دادند ).P >0001/0( تري نسبت به كنترل داري درصد بقاء بيش ساعت، به طور معني 72گذشت 
ن سيتوپلاسمي به كار برده شده در اين تحقيق، براي توليد فـاكتور رشـد اپيـدرم    رسد كه سيستم بيا به نظر مي :استنتاج

روشي آسان، در دسترس، مقرون بـه صـرفه و بـا    روش ارائه شده در اين تحقيق، . كارامد باشدزيست فعال انساني نوتركيب 
  .باشد تور رشد اپيدرم انساني ميشكل زيست فعال فاك دست آوردنبه هاي نامحلول و  سازي كنجاله بازده بالا براي محلول

  

  NIH3T3، دودمان سلولي MTTسازي، آزمون  فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب، محلول: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
  فـــــــــاكتور رشـــــــــد اپيـــــــــدرم انســـــــــاني 

Human Epidermal Growth Factor   )EGFh (
 6200اسيد آمينه بـا وزن مولكـولي    53پپتيدي داراي  پلي

انساني تقريباً مشابه  فاكتور رشد اپيدرمي. باشد ميدالتون 
 هـاي  جايگاه داراي اسيدآمينه 16نوع موشي آن بوده و در 

 فاكتور رشـد اپيـدرم  . )1(باشد متفاوت از نوع موشي آن مي
  انساني به واسطه تحريـك رشـد و تكثيـر انـواع مختلفـي      

   ون تنـي و بـر  )In vivo( تنـي  ها به صـورت درون  از سلول
(In vitro)هـاي   اي در زمينـه  ، داراي كاربردهاي گسترده

  .)2(باشد آرايشي مي-باليني و بهداشتي
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چنـين باعـث افـزايش سـاخت      فاكتور رشد اپيـدرمي هـم  
، تــرميم )3(هــاي اپيــدرمي  در ســلول RNAپــروتئين و 

هـاي   هاي قرنيه، زخم معده و مـانع تكثيـر سـلول    جراحت
عـلاوه بـر ايـن، داراي    . )4(شود سرطان معده در انسان مي

هـاي   اثر ميتوژنيك بـوده و باعـث افـزايش تكثيـر سـلول     
 تنـي  درونكراتينوسيت، فيبربلاست و اپيتليال به صـورت  

   .)5(شود مي برون تنيو 
 عنوان يك كشف فاكتور رشد اپيدرم انساني به از زمان

 كننده رشـد،  عامل تحريك و يك ماده التيام بخش زخم
 از آن براي كاربردهـاي پزشـكي هـدف   كافي  مقاديرتوليد 

هـاي   در گذشـته، روش . بسياري از تحقيقات قرار گرفت
 سنتي از قبيل بازيافت فاكتور رشد اپيدرم انسـاني از ادرار، 

 هرچند اين پروژه. )6(مراحل پيچيده انجام گرفتاز طريق 
 به واسطه عدم توليد مقادير كافي فاكتور رشد اپيدرم انساني
هموژن و داراي كيفيت بالا براي كاربردهاي پزشكي، با 

   .شكست رو به رو شد
هاي ابتدايي براي بيان نوتركيب ايـن پـروتئين    تلاش

 ،در ايـن مطالعـه  . ميلادي صورت پذيرفت 1988در سال 
 )آلكالين فسـفاتاز ( phoA توالي نشانه به همراه hEGFژن 

پلاسمي پروتئين به صـورت صـناعي تهيـه     براي بيان پري
. همسانه سـازي گرديـد   pFL142شده و در وكتور بياني 

 منتقـل  JM107سـوش   E. coliوكتور نوتركيب به باكتري 
ــد ــردي  . )7(گرديـ ــري، بخـــش عملكـ ــه ديگـ در مطالعـ

بـه  ) نوكلئوتيـد  159متشـكل از  (كدكننده ايـن پـروتئين   
دست آمد و پس از همسانه سـازي ايـن قطعـه در حامـل     

pQE30 آن را بــه بــاكتري ،E. coli ســويه M15  انتقــال
 سـازي  ، فرآيند همسانه2003پس از آن و در سال . )8(دادند

hEGF  21در سه حامل بيانيb(+)-pET ،22b(+)-pET 
انجام شد و پروتئين حاصل از هر كـدام   32b(+)-pETو 

E. coli هاي بياني مختلف بيان شده در ميزبـان   از سيستم

BL21 (DE3)  گــروه . )9(مــورد ارزيــابي قــرار گرفتنــد
از توالي نشانه با استفاده  2006تحقيقاتي ديگري در سال 

OmpA  موفق به بيان پري پلاسمي فاكتور رشـد اپيـدرمي ، 
علاوه بر اين ابراهيمـي  . شدند E. coliانساني در باكتري 

موفـق بـه بيـان فـاكتور رشـد       2012و همكاران در سـال  
 4/6و  8/9اپيـــدرم انســـاني نوتركيـــب بـــه دو صـــورت 

ــوني شــدند ــورد شــكل . كيلودالت ــوني  8/9در م كيلودالت
ــضا ــش فهاــ  ينتهاا به Tag-T7 لياتو ينوكلئوتيدها ندــ
 يلـ ـكربوكس ياـنتها هـب Tag-6His يدهاـنوكلئوتي و مينآ

 2/6 از تئينوپر وزن يشافزا بـــــــــــموج ،hEGFژن 
ــب نلتوداكيلو ــلتداكيلو 8/9 هـ ــه منظــور  . شد نوـ ســپس ب

، همسانه سازي Tag-6Hisو  Tag-T7حذف فيوژن هاي 
جام شـد و پروتئينـي بـا    ان pET28aدر وكتور  hEGFژن 
ايمنـي اسـتفاده از فـاكتور     .)10(اسيدآمينه ايجـاد شـد   55

اي بررسـي  هـايي بـر   رشد اپيدرمي نيز بـا انجـام آزمـايش   
ولي اسـتفاده  . )11(سميت آن مورد تاييد قرار گرفته است

سيستميك آن با توجه به اثر آن در تحريك تومـورزايي  
هــاي اپيتليــال، محــدود شــده  و رشــد غيــر طبيعــي ســلول

 با توجه با اهميت فاكتور رشد اپيدرمي در درمان .)12(است
هاي ناشي از سـوختگي و   هاي پوستي از جمله زخم زخم
چنين زخم پاي ديابتي، به دسـت آوردن ايـن فـاكتور     هم

 در ايـن . باشد رشد، به صورت نوتركيب بسيار ارزشمند مي
 تحقيق، بيان و تخليص فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب
با تعداد اصلي اسيد آمينه و بررسي اثر ميتوژنيـك آن بـر   

  .انجام گرفت NIH3T3دودمان سلولي 
  

  مواد و روش ها
  مواد

  تمام مـواد شـيميايي مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق       
ــركتاز  ــاي  ش ــركه ــان( م ــيگما و  )آلم ــا(س ) آمريك

ــداري شــدند ــميد .خري ــاكتري  pET24a پلاس   و ســوش ب
E. coli BL21 star (DE3)    آمريكـا (از شـركت نـواژن (

و  EcoRIو  NdeIهــاي محــدودالأثر  آنــزيم. تهيــه شــدند
ــزيم  ــاز   Pfu DNA polymeraseآن ــركت فرمنت از ش

بادي مونوكلونـال موشـي ضـد     آنتي. تهيه شدند )ليتواني(
چنين كونژوگه موشي از  مفاكتور رشد اپيدرم انساني و ه

فـاكتور رشـد اپيـدرم    . تهيه شـد ) آمريكا(شركت سيگما 
خريـداري  ) آمريكـا (انساني تجاري، از شركت پپروتك 
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 SM1861با شـماره كاتـالوگ    ينيپروتئ ينشانگرها. شد
از  SM7012و شـــماره كاتـــالوگ از شـــركت فرمنتـــاز 

  .شدند يداريخرشركت سيناكلون 
  

زيـر همسـانه سـازي ژن    ( pET24a-hEGFساخت سازه 
hEGF  در وكتورpET24a (  

شناسي  اي در مركز تحقيقات زيست در نتيجه مطالعه
 حـاوي  pET28a-hEGFسازه  )10() ع(دانشگاه امام حسين

كدن يك اسيد آمينه اضافي در انتهاي آمين توالي بهينـه  
 در اختيـار ) AY548762.1با شماره دسترسي ( hEGFشده 

در پـژوهش حاضـر، بـه منظـور حـذف      . ما قرار داده شد
در  hEGFسـازي   همسـانه  اسيد آمينه انتهاي آمـين، زيـر  

pET24a ــن منظــور، پــس از  . صــورت گرفــت ــراي اي ب
و تاييد و بررسي كيفيت آن  pET28aستخراج پلاسميد ا

درصــد، طراحــي پرايمــر و انجــام  1بــر روي ژل آگــارز 
PCR   به منظور جداسازي و تكثير ژن مورد نظر صـورت
به نحوي صـورت گرفـت كـه در     مريپرا يطراح. گرفت
و در انتهاي  NdeIپرايمر مستقيم، جايگاه برش  '5انتهاي 

 هـم . تعبيه گردد EcoRΙبرش  پرايمر معكوس جايگاه '5
 مـر يپرا يبـر رو  زين انيكدون پا يدينوكلئوت يتوال نيچن

هر  5' يدر انتها نيعلاوه بر ا. شدنظر گرفته در  معكوس
 يبـرا  زاني ـبه عنوان قطعه آو ياضاف دينوكلئوت 7مر يدو پرا

محـدودالأثر در نظـر گرفتـه     هاي مآنزي تر نشست راحت
  .ه آمده استدر ادام مرهايپرا يتوال .شد

ــتقيم ــر مســــــــــــــــــــــ : پرايمــــــــــــــــــــــ
AACTCTGACTCTGAATGCAT5'GAATCAA

ATGC3'  باTm  برابر با˚C 1/69   
ــوس  ــر معكـــــــــــــــــــــ : پرايمـــــــــــــــــــــ

ACGCAGTTCCCTTAGAATTCGTATCAT5'

3' ACCA  باTm  برابر با˚C 69   
ميكروليتـر شـامل    25 با حجـم نهـايي   PCRواكنش 

ــزيم  ، )واحــد آنزيمــي Pfu DNA polymerase )4آن
dNTPs )2/0 كرومولارمي( ،MgSO4 )3  ميكرومـولار( ،

ــزيم پليمــراز  ــافر آن ــا غلظــت نهــايي  ( ب ، پلاســميد )1Xب
و پرايمرهــا ) نــانوگرم در ميكروليتــر 50(اســتخراج شــده 

هـاي   پـس از آزمـايش  . صـورت گرفـت  ) پيكومول 2/0(
، مطابق با جـدول  PCRمتعدد، شرايط بهينه شده واكنش 

، تكثيـر  PCRپـس از انجـام واكـنش    . اجرا شـد  1شماره 
بـر   PCRقطعه مورد نظر بـا انجـام الكتروفـورز محصـول     

  .درصد تاييد شد 3روي ژل آگارز 
  

ــزيم  PCRبرنامــه بهينــه شــده  :1جــدول شــماره  ــا آن  Pfu DNAب

polymerase  براي ژنhEGF  
  

  طويل شدن نهايي
 )سيكل PCR)35 مراحل 

  دناتوراسيون اوليه
  دناتوراسيون                اتصال             تطويل             

  C 94° دقيقه  C94°  ثانيه C67  30° ثانيه C72  45° ثانيه  C72  45°دقيقه5

  
  تراريخت كردن ميزبان

و  PCRهضم دوگانه آنزيمي محصول پس از انجام 
 هاي محدودالاثر طورجداگانه با آنزيم به pET24aپلاسميد 

NdeI  وEcoRΙ هـا بـا    نها، غلظـت آ  و سپس تخليص آن
الحـاق ژن  گيري شـد و فراينـد    دستگاه پيكودراپ اندازه

hEGF  با وكتورpET24a  توسط آنزيمT4 DNA Ligase 
گراد انجـام   درجه سانتي 16به مدت نيم ساعت در دماي 

  ســوش  E. coliمســتعد هــاي  بــراي تهيــه ســلول .گرفــت
BL21 star (DE3)  تيمار با كلريدكلسيم(از روش شيميايي 

اسـتفاده شـد و سـپس    ) منيزيم در حضور سـرما و كلريد 
ــه    ــي ب ــا روش شــوك حرارت ــن پلاســميد نوتركيــب ب اي

 هـاي  در مرحله آخر سلول. هاي مستعد انتقال داده شد سلول
 )جامـد (آگـاردار   LBميزبان تراريخت شده بر روي محيط 

  .كشت داده شدند) μg/ml80  به غلظت(حاوي كانامايسين 
  

  بررسي صحت همسانه سازي
تعـدادي  سـازي، ابتـدا    اي بررسي صـحت همسـانه  بر

ــه   ــس از نمون ــاب و پ ــوني انتخ ــرداري از آن كل ــا در  ب ه
 .داده شدند كشتبيوتيك  حاوي آنتيمايع  LBهاي  محيط

 ،سـازي  براي تأييد صحت همسانه پس از تخليص پلاسميد،
بــا پرايمرهــاي طراحــي شــده بــراي ژن،  PCRســه روش 

 NdeI هاي آنزيمبا  پلاسميد استخراج شدههضم آنزيمي 
عمـومي   هايپرايمرو تعيين توالي با استفاده از  EcoRIو 

T7 Promoter  وكتورpET مورد استفاده قرار گرفتند.  
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  E. coli BL21(DE3)در باكتري  hEGFبيان پروتئين 
ميكروليتر از محيط كشت مربوط بـه   50ابتدا مقدار 

ر ليت ـ ميلـي  5يك كلـوني تاييـد شـده در دو لولـه حـاوي      
كانامايســين اضــافه شــد و  μg/ml 80حــاوي  LBمحــيط 

 nm600در طول مـوج   5/0ها به  لوله ODپس از رسيدن 
ها  ، به يكي از لولهrpm180 و  C37˚در شرايط گرمادهي

IPTG  ميلي مـولار در شـرايط اسـتريل     1با غلظت نهايي
. اضافه و لولـه دوم بـه عنـوان شـاهد در نظـر گرفتـه شـد       

 C37°ساعت در دماي  5شاهد به مدت هاي نمونه و  لوله
 .در شيكر انكوباتور گرماگذاري شـدند  rpm150و سرعت 

هـا، ليـز كـردن     آوري سـلول  در مرحله بعد پـس از جمـع  
ها و جدا سازي فاز محلول و نامحلول از هم، بررسـي   آن

  پـروتئين بيـان شـده روي ژل تريسـين پلـي اكريـل آميــد       
  .درصد صورت گرفت 16

  
  بيان شده با روش لكه گذاري وسترن تأييد پروتئين

براي تاييـد پـروتئين نوتركيـب، از تكنيـك وسـترن      
بـادي مونوكلونـال موشـي ضـد      بلات با اسـتفاده از آنتـي  

از پـروتئين  . )13(فاكتور رشد اپيدرم انسـاني اسـتفاده شـد   
نوتركيب تجـاري بـه عنـوان كنتـرل مثبـت و از پـروتئين       

و نمونـه ليـز سـلولي القـاء     ) BSA( 1آلبومين سرم گـاوي 
   .نشده نيز به عنوان كنترل منفي استفاده شد

  
  تخليص پروتئين

صـورت  بـه   rhEGFاز آن جايي كـه بيـان پـروتئين    
بـود، بايـد بـه نحـوي ايـن اجسـام        2هاي نـامحلول  كنجاله

كـار   اسـاس روش بـه  . شـدند  نامحلول تخليص و جدا مـي 
رفته، مراحل شستشو با دترجنت سديم داكسي كولات و 
سانتريفيوژ پشت سر هم است كه باعث تخليص بـيش از  

در واقـع  . )14(شـود  ها مي هاي نامحلول درصد كنجاله 95
ها وارد محلـول رويـي    در هر مرحله، مقداري از پروتئين

  .شد شده و دور ريخته مي

                                                 
1. Bovin serum albomin 
2. Inclusion body 
 
 

هـاي   در مرحله بعد به منظور محلول سـازي كنجالـه  
سـاعت در   12هاي ترسيب يافته به مـدت   نمونه ،نامحلول

 EDTA 5/0مـولار،   2سازي متشـكل از اوره   بافر محلول
درصـد   10سـوكروز   مـولار و  ميلـي  Tris 50مولار،  ميلي

پـس از طـي ايـن    . قرار داده شـد  5/12برابر با  pHداراي 
ــدد    ــوردگي مج ــا خ ــاد ت ــت ايج ــان، جه ــدت زم در  3م

هاي محلول شده، دياليز بـر عليـه شـيب كاهشـي      پروتئين
pH  بـراي ايـن منظـور بشـر     . انجام گرفت 2/7تا  5/12از

حاوي بافر و كيسه دياليز محتوي نمونـه روي بـه هـم زن    
يسي قرار داده شد و بافر به طور دائم بـا اسـتفاده از   مغناط

 اين كار در سردخانه بـا دمـاي  . مگنت يكنواخت گرديد
˚C4        انجام شـد و بـراي هـر مرحلـه شـيب كاهشـيpH ،

پـس از طـي ايـن    . ساعت زمان داده شد12مدت حداقل 
مراحل، محتويات كيسه دياليز سانتريفيوژ شـد و رسـوب   

 PAGE-icin SDSTr 16بــه دســت آمــده بــر روي ژل 
در مرحله بعد به منظـور تخلـيص    .درصد الكتروفورز شد

رويي به دست آمـده از  محلول نهايي پروتئين مورد نظر، 
ــل،  ــه قب ــذ    مرحل ــا مناف ــون ب ــاي آميك  10و  50از فيلتره

كيلودالتوني عبور داده شد كه در نهايت منجر به حـذف  
ور هاي بـاقي مانـده و تخلـيص كامـل فـاكت      ساير پروتئين

  .رشد اپيدرمي نوتركيب شد
  

ــدرم انســاني    ــاكتور رشــد اپي ســنجش فعاليــت زيســتي ف
 MTT  4نوتركيب با استفاده از آزمون

گيــري  ، آزمــوني كمــي بــراي انــدازهMTTآزمــون 
ــر ســلول  ــزان تكثي ــل مختلــف    مي ــا عوام ــا در مواجــه ب ه

هاي فيبروبلاستي موش سوئيسـي   ابتدا سلول .)15(باشد مي
)NIH3T3(  يتو پاسـتور ايـران تهيـه    بانك سـلولي انسـت  از

هـا   و جهت آماده سازي براي انجام تست، سـلول  گرديد
درصـد   20تـا   10حـاوي   RPMI1640در محيط كشـت  
 5در غلظـت   C 37˚در دمـاي ) FBS( 5سرم جنين گـاوي 

هـا بـراي رسـيدن بــه     سـلول . انكوبـه شـدند   CO2درصـد  

                                                 
3. Refolding 
4. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide)assay 
5. Fetal bovine serum 
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 پژوهشي

. شرايط رشـد مطلـوب چنـدين مرتبـه پاسـاژ داده شـدند      
محتــوي تريپســين   PBSاســتفاده از  پاســاژ ســلولي بــا  

تعداد . انجام شد) درصد10( EDTAو ) درصد 0125/0(
كه در محيط پايه آماده شده بودند به  سلول در حالي 410

خانه اي كشت سلول اضـافه   96هاي ميكروپليت  چاهك
فاكتور رشد اپيـدرمي نوتركيـب حاصـل از ايـن     . گرديد

شـت پايـه   پژوهش و نمونه تجاري به نحوي در محـيط ك 
آماده شدند كه پس از اضافه كردن مقادير محاسبه شـده  

 500و 100،  10، 1ها، چهار غلظت  از آن ها، در چاهك
ــي  ــانوگرم در ميل ــد   ن ــته باش ــود داش ــر وج در ضــمن . ليت

هاي بدون فاكتور رشـد اپيـدرمي هـم بـه عنـوان       چاهك
 C  4˚ها در دماي سلول. كنترل مورد استفاده قرار گرفتند

سـاعت   72بـراي يعنـي    CO2درصـد   5حاوي  در محيط
ها محيط  انكوبه شدند و پس از اتمام هر يك از اين زمان

 MTTكشت مربوط به پليت مربوطه تخليه شـده و مـاده   
بــه هــر يــك از  mg/ml 5/0بــا غلظــت  PBSمحلــول در 

 3هـا بـراي مـدت     گرديـد و ميكروپليـت  ها اضـافه   چاهك
از تخليـه   پـس . قبلـي تيمـار شـدند    ساعت تحـت شـرايط  

MTTــتال ــده در    ، كريس ــاد ش ــازان ايج ــاي فورم  150ه
جذب نوري در طول . ميكروليتر ايزوپروپانول حل شدند

انـدازه   الايـزا ريـدر   كمـك دسـتگاه   نانومتر به 570موج 
هاي مورد بررسي كه تحـت   درصد بقاء سلول. شد  يريگ

تيمار با فاكتور رشد اپيدرمي نوتركيب تهيه شده در ايـن  
محاسـبه شـده و    1-2رار گرفته بودنـد، از رابطـه   تحقيق ق

هاي تيمار شده با فاكتور رشد اپيدرمي  با درصد بقا سلول
  .تجاري مقايسه شدند

  
  :1-2رابطه 

 

  
  آماري هاي ليو تحل هيتجز

بــر اســاس  MTTاز آزمــون دســت آمــده ه نتــايج بــ
محاسبات با اسـتفاده از  . باشد حداقل سه تكرار استوار مي

 ANOVAو بـا آزمـون    GraphPad Prism 6نـرم افـزار   

دار  معنـي . انجـام گرفـت   value Pيك طرفـه و محاسـبه   
بودن اختلاف بقاء سلولي دو به دو گـروه هـا بـا هـم، بـا      

  .مقايسه شد Tukey’sآزمون 
  

  يافته ها
  hEGFهمسانه سازي و بيان 

و جداسـازي و   pET28aپس از استخراج پلاسـميد  
، الحـاق ژن بـه   PCRاكـنش  با استفاده از و hEGFتكثير 

هـاي مسـتعد    وكتور و انتقال پلاسميد نوتركيب به سـلول 
 هاي به دست آمده به منظور غربالگري كلوني. انجام گرفت

با پرايمرهاي طراحي  PCRسازي،  و تاييد صحت همسان
و ) الـف -تصوير شماره ا(شده براي ژن، صورت گرفت 

 EcoRIو  NdeIعلاوه بر اين هضـم دوگانـه آنزيمـي بـا     
 ).ب- 1تصـوير شـماره   (سازي را تاييد كرد  صحت همسانه

تعيـين تـوالي پلاسـميدهاي اسـتخراج شـده از       در نهايت
ترازي كامل بين پلاسميد  هم هاي تاييد شده قبلي، كلوني

 سازي شـده و بنـابراين   تعيين توالي شده و توالي زير همسانه
از پـروتئين، ف ـ بعد از بيـان   .سازي تاييد شد صحت همسانه

سـلولي، بـر    محلول و نامحلول حاصل از سانتريفوژ ليزيـت 
درصــد الكتروفــورز  Tricin SDS PAGE 16روي ژل 

الـف نشـان داده   -2طوركه در تصـوير شـماره    همان. شد
شده است، باند بيـاني مربـوط بـه پـروتئين مـورد نظـر در       
ستون مربوط به فاز نامحلول قابل رويت است و بنـابراين  

   .هاي نامحلول است صورت كنجاله بيان پروتئين به
  

  
  

درصد مربوط به  3الگوي الكتروفورز ژل آگارز  :الف :1تصوير شماره 
حاصل از  PCRمحصول : 2و 1ستون. PCRها به روش  يآناليز كلون
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با توجه به (رشد يافته  هاي كلونيپلاسميدهاي تخليص شده از تكثير 
با  اي قطعه ،ا و انتهاي توالياضافه شدن توالي مربوط به پرايمرها به ابتد

: 4ستون  .نشانگر مولكولي: 3 ستون). ايجاد شده است bp 188طول 
  . PCRكنترل مثبت واكنش : 5 ستون.  PCRكنترل منفي واكنش 

  ها به روش  آناليز كلون .درصد 3الگوي الكتروفورز آگارز  :ب
ي هضم آنزيم: 2ستون . DNAنشانگر مولكولي : 1ستون  .هضم آنزيمي

. EcoRIو  NdeI توسط آنزيم هاي محدودالأثر pET24a-hEGFوكتور 
  برش نخورده pET24a-hEGFوكتور : 3ستون 

  
  آناليز وسترن بلات

 rhEGFنتايج وسترن بلات، با توجـه بـه اسـتفاده از    
تجاري به عنوان كنترل مثبـت و قـرار گيـري بانـد بيـاني      
پروتئين مورد نظر در جايگـاه درسـت خـودش، صـحت     

   ).ب-2تصوير شماره (تئين بيان شده را تاييد كرد پرو
  

  
  

 دي ـآم لي ـآكر يپل ـ نيسيالكتروفورز تر يالگو :الف :2تصوير شماره 
و  1سـتون   .يشده در بـاكتر  انيب نيپروتئ تيموقع نييدرصد، تع 16

بـه   IPTGالقـا نشـده بـا     هـاي  باكتريفاز محلول و غير محلول در : 2
: 5و  4ستون . شانگر مولكولي پروتئينن: 3ستون . عنوان كنترل منفي

  . IPTGالقا شده با  هاي باكتريفاز غير محلول و محلول در 
از طريق ايمونوبلات بـا اسـتفاده     hEGF تأييد پروتئين نوتركيب :ب

. فـاكتور رشـد اپيـدرم انسـاني     ضـد  مونوكلونال موشي از آنتي بادي
  . لقــاء نشــدهنمونــه ا: 2ســتون . نشــانگر مولكــولي پــروتئين: 1ســتون 
: 4سـتون  . نوتركيـب  hEGFباند مربـوط بـه تائيـد پـروتئين     : 3ستون 

rhEGF 5ستون . تجاري :BSA  عنوان كنترل منفي وسترن بلاتبه  
  

  تخليص
محتويــات كيســه ديــاليز پــس از انجــام   ســانتريفيوژ

فـاكتور  هيچ بانـدي مبنـي بـر وجـود     تاخوردگي مجدد، 
و  محلول نشان ندادفاز نادر انساني نوتركيب  رشد اپيدرم

تـاخوردگي مجـدد    وبنابراين بازده مرحله محلول سازي 
 پس از تخلـيص ). 3تصوير شماره (در حد بسيار بالايي بود 

 كيلودالتـون و  50نهايي با استفاده از عبور از فيلتـر آميكـون   
 كيلودالتوني 10فيلتر كيلودالتون، نمونه خروجي از10سپس 

مربوط به شد و تك باند الكتروفورز  ينبر روي ژل تريس
  .فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب مشاهده شد

  
 بررسي فعاليت بيولوژيكي

در نهايت براي تاييد ايـن كـه فـاكتور رشـد اپيـدرم      
انساني نوتركيـب، بـه شـكل صـحيحي تـاخوردگي پيـدا       
كرده و بنابراين از لحاظ كاركردي فعال اسـت، توانـايي   

 با استفاده NIH3T3هاي  سلول اين پروتئين براي القاء تكثير
مورد ارزيابي قرار گرفت و نتـايج پـس    MTTاز آزمون 

نشـان داد   جينتا ).4تصوير شماره (ساعت ثبت شد  72ار 
 هـاي  ، درصـد بقـا سـلول   سـاعت  72كه پس از گذشـت  

در  بي ـنوترك ينانسـا  درمي ـشده با فـاكتور رشـد اپ   ماريت
نسـبت بـه    تريل يلينانوگرم در م 100و  10، 1 هاي غلظت

 500در غلظـت   يبود ول ـ )p >0001/0( دار يكنترل معن
دار نبـوده   ينسـبت بـه كنتـرل معن ـ    تـر يل يلينانوگرم در م

  ).p <05/0( است
  

  
  

ــماره   ــوير ش ــورز   :3تص ــوي الكتروف . درصــد SDS PAGE 18الگ
تخليص نهايي فاكتور رشد اپيـدرم انسـاني نوتركيـب بـا اسـتفاده از      

: 2ســتون . نشـانگر مولكـولي پـروتئين   : 1سـتون  . فيلترهـاي آميكـون  
نمونــه : 3ســتون . كيلودالتــون 10نمونــه خروجــي از فيلتــر آميكــون 

رسوب حاصل از : 4ستون . كيلودالتون 50خروجي از فيلتر آميكون 
  سانتريفيوژ محتويات كيسه دياليز پس از تاخوردگي مجدد
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بـا  تيمـار شـده    NIH-3T3هـاي   درصـد بقـاء سـلول    :4تصوير شـماره  
هاي مختلف فاكتور رشد اپيدرمي نوتركيب پس از گذشـت   غلظت

ــاعت 72 ــرل     . س ــا كنت ــه ب ــا در مقايس ــه صــورت درصــد بق ــايج ب نت
انحـراف   ±و بـه صـورت ميـانگين    ) EGFهاي تيمار نشده بـا   سلول(

، *** p * ،01/0< p ** ،001/0< p >05/0( انـد  معيار گزارش شـده 
0001/0< p ****  وns :Non significant :عدم معني دار بودن(   

  

  بحث
در اين مطالعه، فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب 

آسان، در دسترس، مقرون بيان شد و با روشي  E.coliدر 
هـاي   سـازي كنجالـه   محلـول  به صرفه و داراي بـازده بـالا  

نامحلول و تخليص فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيـب  
با توجه به طيف وسيع كابردهاي واقعـي  . صورت گرفت

و بالقوه فاكتور رشد اپيدرمي به ويژه در حيطـه سـلامت   
، توليد اين پروتئين با تعداد صحيح اسيد آمينـه  )16(انسان

هرچنـد، برخـي از   . از اهميت ويـژه اي برخـوردار اسـت   
يــا دو ) متيــونين آغــازين(انــواع تجــاري آن داراي يــك 

در اين پـژوهش، فـاكتور رشـد    . اسيد آمينه اضافه هستند
با توجـه بـه   (اسيدآمينه  54 اپيدرم انساني نوتركيب واجد

  .بيان وتخليص شد) متيونين آغازين
رفـت بيـان فـاكتور رشـد      همان طور كـه انتظـار مـي   
بيان به . هاي نامحلول بود اپيدرم انساني به صورت كنجاله

هــاي نــامحلول مزايــاي خــود را دارد از  صــورت كنجالــه
 پـروتئين، بـه صـورت   سطح بسيار بالايي از  جمله اين كه

پروتئوليتيك پروتئازهاي  فعاليتمقاوم در برابر و  همگن
 پـروتئين  علي رغم اين كـه بنابراين، . شود بيان ميسلولي 

هـاي نـامحلول فاقـد فعاليـت      بيان شده بـه شـكل كنجالـه   
 هاي نامحلول منجر بـه  گيري كنجاله باشد، شكل زيستي مي

در واقـع، بـه   . شـود  تخليص كارامد پروتئين مورد نظر مي
 صورت، بيان پروتئين نوتركيب به ذكر شده دليل مزاياي

طـور گسـترده بـراي     بـه  E. coliدر هاي نـامحلول   كنجاله
. )17(گيـرد  مورد استفاده قرار مي ها توليد تجاري پروتئين

استراتژي معمول براي بازيافت پروتئين شـامل شستشـو و   
 هـاي  سازي پروتئين هاي نامحلول، محلول جداسازي كنجاله

هـاي   مجتمع شده و ايجاد تاخوردگي مجدد در پـروتئين 
ــالاي  . )18-21(محلــول شــده اســت ــه واســطه چگــالي ب ب

، )ليتـر  گرم در ميلي ميلي 3/1 تقريباً(هاي نامحلول  كنجاله
به راحتي به وسيله سانتريفيوژ با دور بالا پس از شكسـت  

گراديان سوكروز نيـز  سانتريفيوژ با  .شوند سلولي جدا مي
هاي نامحلول با خلوص بالا از  براي به دست آوردن كنجاله

 .)22(، مورد استفاده قرار گرفته اسـت .olic Eليزيت سلولي 
هـاي نـامحلول بـه وسـيله      علاوه بر اين جداسازي كنجاله

هـاي پـايين نمـك و اوره     ها و غلظـت  شستشو با دترجنت
ــرد هــم انجــام مــي ــق، از روش . )23-25(گي در ايــن تحقي

شستشو با نمك سديم داكسي كـولات بـراي تخلـيص و    
 هـاي  استراتژي .هاي نامحلول استفاده شد جداسازي كنجاله

هاي نامحلول به كـار   متعددي براي محلول سازي كنجاله
هـا اسـتفاده از غلظـت     يكي از ايـن روش . شود گرفته مي

وانيـــدين هـــا از قبيـــل اوره و گ بـــالاي دنـــاتوره كننـــده
اي ماننـد بتـا    هيدروكلرايد به همـراه عوامـل احيـا كننـده    

ــي ــانول م ــروتئين. باشــد مركاپتوات ــن روش، پ ــاي  در اي ه
محلول شده اغلب بـا اسـتفاده از عوامـل اكسـيد كننـده،      
تاخوردگي مجدد پيدا كرده و به شكل طبيعي و زيسـت  

هـا،   يكـي ديگـر از روش   .)26(گردنـد  فعال خـود بـر مـي   
هـاي نـامحلول بـا اسـتفاده از      محلول سازي ملايم كنجاله

در ايـن پـژوهش از   . )27(قليايي است pHو مولار  2اوره 
هاي متعددي براي  گزارش. روش دوم استفاده شده است

ــتفاده از  ــايي Hpاس ــراي )29 ،28 ،14(قلي ــول ب ــازي  محل س
در اين پـژوهش، تخلـيص نهـايي    . ها وجود دارد پروتئين

با استفاده از فيلترهاي آميكون با منافذي با قابليـت عبـور   



  
 

  1394خرداد ،  125، شماره بيست و پنجمدوره                                                            مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                           18

در . كيلو دالتون انجـام گرفـت   10و  50هاي زير  پروتئين
هـاي   مطالعات مربـوط بـه فـاكتور رشـد اپيـدرمي، روش     

د هـاي نـامحلول مـور    سازي كنجالـه  مختلفي براي محلول
اي در سال  براي مثال در مطالعه. استفاده قرار گرفته است

و همســانه ســازي آن در  hEGF، پــس از تهيــه ژن 2003
، فرآيند همسانه سازي آن در سه حامـل  pUC118حامل 
 انجام 32b(+)-pETو  21b(+)-pET ،22b(+)-pETبياني 

هـاي بيـاني    دادند و پروتئين حاصل از هر كدام از سيستم
مورد ارزيـابي   BL21 (DE3) E. coliيزبان مختلف در م
 هاي صورت كنجاله در هر سه مورد، پروتئين به. قرار دادند

ســازي پــروتئين از  نــامحلول توليــد شــد و بــراي محلــول
ــاتوره كننــده اوره و گوانيــدين هيدروكلرايــد   عوامــل دن

با تخليص و سنجش فعاليت زيسـتي هـر   . استفاده گرديد
دودمـان  ( A431دودمان سلولي  ها بر يك از اين پروتئين

مشخص گرديد كه فـاكتور  ) سلولي تومور اپيدرم انساني
بيش تـرين   با 21b-pETرشد اپيدرمي حاصل از ساختار 

 درصد فعاليت كامل نوع تجاري فاكتور 94فعاليت و داراي 
اي ديگـر در سـال    در مطالعـه  .)9(باشـد  رشد اپيدرمي مي

 E. coliبـه بـاكتري    11b-pET، اين ژن توسط وكتور2008
سـازي بـا    محلـول . انتقال يافـت  RIL BL21(DE3) سويه
مجـدد توسـط    مولار و شكل گيـري تـاخوردگي   8اوره 

 )bed adsorption-Expanded ( كرومـاتوگرافي جـذبي  
تخلـيص نهـايي    پس از هضم با تريپسـين و . انجام گرفت

ــدرمي   ــد اپيـ ــاكتور رشـ ــا روش   2/6فـ ــوني بـ كيلودالتـ
كروماتوگرافي تعويض يوني، سنجش فعاليت زيستي آن 

انجـام شـد و نتـايج     3T3-NIHبر روي دودمـان سـلولي   
نشان دهنده اثر تقريباً يكسان پروتئين توليـدي و تجـاري   

  .)30(بر افزايش تكثير ميتوزي بود

هـاي تيمـار شـده بـا فـاكتور رشـد        ميزان بقاء سـلول 
اپيــدرم انســاني بيــان شــده در ايــن تحقيــق در مقايســه بــا 

نتـايج  . هاي تيمار نشده مورد بررسـي قـرار گرفـت    سلول
هـا بـا ايـن     سـاعت، تيمـار سـلول    72نشان داد كه پس از 

ــت  ــروتئين در غلظـ ــاي  پـ ــانوگر 100و  10، 1هـ م در نـ
تري را  داري ميزان بقاء سلولي بيش ليتر به طور معني ميلي

. هـاي تيمـار نشـده نشـان داد     نسبت به كنترل يعني سـلول 
حداكثر فعاليت مشاهده شده براي پروتئين توليد شده در 

ــرل در غلظــت   ــا كنت ســاعت  72در  ng/ml 10مقايســه ب
هاي تيمار نشـده   برابر سلول 8/1مشاهده شد و ميزان آن، 

 100و  10(هــا  عــلاوه بــر ايــن در برخــي از غلظــت. بــود
، ميزان بقا سلولي القا شده از نمونـه  )ليتر نانوگرم در ميلي

دارا بـودن  . تجاري هـم بـه طـور معنـي داري بـالاتر بـود      
فعاليـت ميتوژنيــك و يـا بــه عبــارتي زيسـت فعــال بــودن    
فاكتور رشد اپيدرم انسـاني نوتركيـب بيـان شـده در ايـن      

ييدي است بر انجام صحيح تاخوردگي مجـدد  تحقيق، تا
به نحوي كـه ايـن پـروتئين قابليـت اتصـال بـه گيرنـده و        
متعاقــب آن بــه راه انــداختن آبشــارهاي درون ســلولي را 

رسد كه سيستم بيان سيتوپلاسـمي   به نظر مي .داشته است
به كار برده شده در اين تحقيق، به قدر كافي براي توليـد  

علاوه . ساني نوتركيب كارامد استفاكتور رشد اپيدرم ان
آسـان، مقـرون بـه صـرفه بـودن و بـالا       با توجه به بر اين، 

روش ارائه شده در اين پژوهش براي محلـول  بودن بازده 
سازي و تخليص فاكتور رشد اپيـدرم انسـاني نوتركيـب،    

فاكتور رشد اپيدرم انساني تواند براي توليد  اين روش مي
صـنعتي و صـنعتي، مـورد     هاي نيمـه  در مقياس نوتركيب

  .بررسي قرار گيرد
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