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 ي نشانه پپتيد از استفاده با انساني NGF-بتا رشد فاكتور ترشحي بيان و سازي كلون
 ايران بومي فورميس ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح

  *پور انصاري ناصر و *حسن حاجي زهرا نصر، قبادي سمانه

 زيستي علوم مهندسي نوين،گروه فنون و علوم تهران،دانشكده تهران،دانشگاهايران، 

  16/11/96: تاريخ پذيرش           27/8/96: تاريخ دريافت

  چكيده

 مانند ييها يماريب درمان در كه است نينوروتروف يها نيپروتئ ي خانواده از شده شناخته يعضو )NGF(يعصب رشد فاكتور

 شكل كه است يخاص بيمعا يدارا E. coli در بينوترك نيپروتئ ديتول .بكار گرفته مي شود مريآلزا و سياسكلروز پل يمولت

بمنظور  ما نيبنابرا. دارند قرار اول درجه درسيتوپلاسم در يديسولف يد يوندهايپ يريگ شكل عدم و يباد نكلوژنيا يريگ
 لوسيباس لازيآم آلفا ميشده آنز اصلاح ي نشانه ديپپت از استفاده پلاسم، يپر سمت د شده بهيب تولينوترك β-NGF هدايت

 به .ميداد قرار هدف مورد ح،يصح يخوردگ تا با β-NGF ديتول يبرا مؤثر كرديرو كي عنوان به را رانيا يبوم سيفورم يكنيل

 به بيوكتور نوترك سپس و ندشد كلون(+)pET21a وكتور در مذكور نشانه ديپپت يبهمراه توال يانسان β-NGF  ژن منظور نيهم

داراي وكتور نوتركيب و سويه ي  يدرسويه ها نيپروتئ انيب. دش داده انتقال BL21(DE3)plysS و  BL21(DE3) يها هيسو
ان يب. القا گرديد مولار  يليم IPTG ، 1 از استفاده با DsbAداراي پپتيد نشانه  (+)pET39bكنترل مثبت حاوي وكتور 

پري  يها نيپروتئ ،تيدر نها .د شدييتأ بلات دات سنجش و SDS-PAGE با تكنيك هاي β-NGF يپلاسم يوپر يتوپلاسميس
 دييتأ بلات وسترن و  SDS-PAGE روش با صحت تخليصو صيتخلتمايلي  يكروماتوگراف از با استفاده شده انيب پلاسمي

 ةشد اصلاح ي نشانه ديپپت يبه فضاي پري پلاسمي توال β-NGFپروتئين نتايج نشان مي دهد كه در توليد ترشحي و هدايت  .شد
داشته و سويه ي  عملكرد بهتري DsbAپپتيد نشانه نسبت به   رانيا يبوم سيفورم يكنيل لوسيباس لازيآم م آلفايآنز

BL21(DE3)plysS ميزبان مناسبتري مي باشد.  

 .بيان پري پلاسمي توالي نشانه، ب،ينوترك نيپروتئ ،يعصب رشد فاكتور : يديكل واژه هاي

  ut.ac.irn.ansaripour@و  hajihasan@ut.ac.ir :يپست الكترونيك ، 09121238180و  09128333563: نويسندگان مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 عنوانه ب )NGF= Nerve Growth Factor(يعصب رشد فاكتور

 مين حدود ،)Neurotrophins( نهاينوروتروف خانواده از يعضو
 اش در ياتيح نقش ليدل به بار نياول و شد كشف شيپ قرن

 يطيمح و يمركز يعصب ستميس ينورونها زيتما و رشد بقا،
 نياول يبرا آن يبعد سه ساختار و گرفت قرار توجه مورد
 منتشر كسيا اشعه يستالوگرافيكر از استفاده با بار

 يدهاواح ريز از NGF ينيپروتئ كمپلكس .)23و21(شد
 واحد ريزل شده است كه يتشك (α2β2γ2) گاما و بتا آلفا،

 β-NGF  ژن. )31(است NGF  كيولوژيب تيفعال مسئول بتا

 واقع يانسان كيشماره  كروموزوم كوتاه يبازو يروبر 

 از متشكل β-NGF يلودالتونيك 26 مريهومودا .شده است

 با كه است كساني يدينواسيآم 120 يبتا رواحديز دو

شده  متصل هم به يركووالانسيغ و يدروفوبيه يوندهايپ
 هر .دهنديم ليتشك را عملكرد يدارا چهارم ساختار و اند

 Anti-Parallel( ناهمسو يبتا صفحات يدارا β-NGF منومر

β Sheet (باشد يم لوپ چهار و اند شده دهيچيپ هم دور كه . 

 در L3 لوپ مولكول و يانتها كي در L4 و L1 ، L2 يلوپها
 موتيف توسط بتا هاي صفحه .اند شده واقع آن ديگر انتهاي
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 پلو نزديكي در موجود) Cysteine Knot( سيستئيني ي گره
L3 شده متصل هم به سولفيدي دي پيوند سه برقراري با 
  .)31و16و12و7( اند

 پتانسيل بيستم، قرن اواسط در NGF كشف از پس اندكي
 دارويي NGF سيستم تخريب هاي بيماري درمان براي 

 روشن) Neuropathy( محيطي نوروپاتي و مركزي عصبي
 اين باليني كاربردهاي ي دهنده نشان آزمايشات. شد

 ،پاركينسون آلزايمر، به مبتلا بيماران درمان در پروتئين
 يكي .است چشم ي قرنيه به مربوط هاي بيماري و ديابت

 به پروتئين اين فعاليت به مربوط  NGFيبالين كاربردهاي از
 اين اساس بر .است ايمني سيستم ي كننده تنظيم يك عنوان

 مانند ايمني خود هاي بيماري درمان در پروتئين اين ،ويژگي

 هاي بيماري و )Multiple Sclerosis( اسكلروزيس پل مالتي

  .)4(باشد مؤثر تواند مي مزمن التهابي

ي با توجه به عملكرد فاكتورهاي رشد متعلق به خانواده
بر روي تكثير، تمايز، بقا و مرگ  NGFها مثل نوروتروفين

آوردن بدست هاي عصبي و با توجه به اين مسئله كه سلول
مشكل، اش كار مقادير زياد اين پروتئين از منابع طبيعي

محققان به سمت توليد  اي است، توجهبر و پرهزينهزمان
 توليد آنجائيكه از. جلب شده است NGFنوتركيب 

 ميزبانهايي در سيتوپلاسمي بصورت نوتركيب پروتئينهاي

 Inclusion ( بادي اينكلوژن توليد به منجر E. coli مانند

body (پلاسمي پري فضاي در پروتئين توليد و شود مي 

 تشكيل و نوتركيب پروتئين صحيح تاخوردگي به ميتواند
 در .)8(كند كمك باكتري در سولفيدي دي هايپيوند 
 ترشحي روش به β-NGF  پروتئين توليد حاضر بررسي

 مورد نوين نشانه پپتيد يك از استفاده با بار نخستين براي

 يبتا واحد زير cDNA تحقيق اين در .گرفت قرار بررسي
 و شده استخراج NCBI اطلاعاتي بانك از  NGF پروتئين
 از استفاده با E. coli  باكتري در بيان بمنظور آن توالي

 با سپس .شد سازي بهينه بيوانفورماتيكي رويكردهاي

 جايگاه PCRواكنش انجام و مناسب پرايمرهاي طراحي

 قطعه .شد داده قرار ژن طرف دو در نظر مورد برشي هاي

 به و شده بريده محدودالأثر آنزيمهاي توسط شده تكثير
 باسيلوس باكتري آميلاز آلفا آنزيم نشانه پپتيد توالي هراه

 كلون (+)pET21a وكتور در ايران بومي فورميس ليكني

 و BL21(DE3) سويه دو در بيان انميز سپس و گرديد
BL21(DE3)plysS  گرفت قرار بررسي مورد. 

   هاروش مواد
 مرك شركت از كشت هاي محيط :استفاده مورد مواد

 ي كليه سيگما، شركت از IPTG و بيوتيك آنتي آلمان،
 از Fermentase(، Master Mix( فرمنتاز شركت از ها آنزيم

 SMO  شركت از DNAماركر) Apliqon( آمپليكون شركت

BIO  خريداري سيناكلون شركت از پروتئيني ماركر و 
 .شدند

 Gold10باكتريايي ي سويه: وكتور و باكتريايي ي سويه
 بيوشيمي گروه طرف از نوتركيب، وكتور تكثير جهت
 سويه. شد اهدا بهشتي شهيد پزشكي علوم دانشگاه باليني
 ، BL21(DE3)pLysS و BL21(DE3) بياني هاي

 وكتور و بياني وكتور عنوان به (+)pET21aوكتور
pET39b(+)  ژن كل حاوي Dsb A آن نشانه پپتيد توالي و 

 آمريكا )Novagene( نواژن شركت از مثبت، كنترل عنوان به
  .شدند خريداري

 آميلاز آلفا آنزيم نشانه پپتيد از بررسي اين در: نشانه پپتيد
 Accession( ايران بومي فورميس ليكني باسيلوس باكتري

No.AY842512 (بين متيونين آمينه اسيد يك آن در كه 
 استفاده شده، وارد آن 14 و 13 شماره هاي آمينه اسيد

-β به مربوط توالي بهمراه نشانه پپتيد توالي. )1(گرديد

NGF cDNA جين شاين شركت توسط )ShineGene (
  .شد سنتز چين كشور

 اين در شده استفاده پرايمرهاي: آن تأييد و ژن كلونينگ
 ،Primer3Plus افزار نرم از استفاده با طراحي از پس تحقيق
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. شدند سنتز كره) Macrogene( ماكروژن شركت توسط
  :باشد مي زير صورت به پرايمرها توالي

5’- 
CCTCTTCCAGCCATCCGATCCATGGATCCTA

TTTC-3’ 

5’- 
GGCACGACGGACGGCTTTAGAATTCATCCTA

-3’  
جايگاه  IMACبمنظور تخليص پروتئين با استفاده از ستون 

هاي برشي به گونه اي انتخاب شدند كه در انتهاي پروتئين 
β-NGF  اسيد آمينه اي از هيستيدين قرار  6يك توالي

 هاي آنزيم براي برشي مكان توالي داراي پرايمرها).2(گيرد

EcoRI و NcoI  واكنش طي نظر مورد قطعه. باشند مي 
PCR زير) 2 جدول(دمايي برنامه و) 1 جدول(مقادير با 
  :گرديد تكثير

  ميكروليتر 10 حجم به PCR واكنش هر در مواد تركيب -1 جدول

 تركيب  )ميكروليتر(حجم
5  PCR Master mix 

 فورواردپرايمر  2/0
 ريورسپرايمر  2/0

1  DNA  

 استريلآب  6/3
 نهاييحجم  10

 
 PCR واكنش دمايي برنامه -2 جدول

 تعداد
  چرخه

 درجه(دما
  )گراد سانتي

 مرحلهنام )ثانيه(زمان

1  95  300  Pre-
denaturation 

32  95  30 Denaturation  

32  60  40 Annealing  

32  72  40 Extension  

1 72  420 Final extension  

  
 در موجود برشي جايگاه نيز و قطعه انتهاي دو برش از پس

 ،NcoI و EcoRI آنزيم دو توسط (+)pET21a وكتور

 DNA T4 آنزيم كمك به وكتور و β-NGF ژني قطعه اتصال

Ligase  پذيرفت صورت.  

 ،PCR كلوني هاي روش از كلونينگ صحت تأييد بمنظور
 T7 پرايمر از استفاده با( ابيي توالي و آنزيمي دو هضم

terminator استفاده) شد انجام ماكروژن شركت توسط كه 
 . شد

 كلونينگ ميزبان به نوتركيب وكتور انتقال: ترانسفورماسيون
Gold10 بياني هاي ميزبان وBL21(DE3) و 

BL21(DE3)pLysS حضور در اسمزي شوك روش با 
 هاي باكتري سپس و پذيرفت صورت كلرايد كلسيوم
 آمپي بيوتيك آنتي آگارحاوي LB پليت روي بر نوتركيب
 گراد سانتي درجه 37 در) mg/ml١٠٠ غلظت( سيلين
  .)28(شدند انكوبه و شده داده كشت

  ي سويه دو هر شبانه كشت از% 1 ميزان: پروتئين بيان
BL21(DE3)وBL21(DE3)pLysS  وكتور داراي 

pET21a(+)::β-NGF كشت محيط در جداگانه طور به LB 
) mg/ml١٠٠ غلظت( سيلين آمپي بيوتيك آنتي حاوي مايع

 OD به رسيدن زمان تا ها باكتري رشد. شد داده كشت
 بيان. يافت ادامه نانومتر 600 موج طول در 5/0- 7/0

 در IPTG مولار ميلي  1 غلظت كردن اضافه با پروتئين
 4 مدت به انكوباسيون و گراد سانتي درجه 30 دماي
 g در دقيقه 15 مدت به ها باكتري سپس. شد انجام ساعت

 در. شدند سانتريفيوژ گراد سانتي درجه 4 دماي و 5000
 و پلاسمي پري هاي پروتئين استخراج بمنظور ادامه

 بر گرم ميلي 40 سرد بافر در سلولي رسوب سيتوپلاسمي،
 مولار Tris-HCl 03/0 مولار، 5/0 سوكروز(TES  ليتر ميلي

 در دقيقه 10 مدت به pH 8 با) مولار ميلي EDTA 1 و
 سوسپانسيون بعد مرحله در. شد مخلوط محيط دماي

 با گراد سانتي درجه 4 دماي در دقيقه 10 مدت به حاصله
 مايع ريختن دور از پس. شد سانتريفوژ g10000 دور

 به و اضافه سرد مولار ميلي MgSO4 5 رسوب به رويي،
 دور با سانتريفيوژ مجدداً سپس. شد انكوبه دقيقه 10 مدت
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g 10000 و جدا رويي مايع و شد انجام دقيقه 15 مدت به 
 از استفاده با سيتوپلاسمي استخراج براي سلولي رسوب از

 نهايي حجم% 12 رويي محلول به. شد استفاده مولار 8 اوره
TCA 100 %خي روي بر دقيقه 20 مدت به و شد اضافه 

 سانتريفيوژ انجام از پس بعد ي مرحله در. گرديد مخلوط
 حاوي كه حاصل رسوب و شد ريخته دور رويي مايع

 درجه 20 منفي دماي در بود پلاسمي پري هاي پروتئين
  .شد نگهداري گراد سانتي

-SDS روش استفاده با نوتركيب پروتئين بيان بررسي

PAGE  :دناتوره شرايط در ها پروتئين الكتروفورز براي 
. گرديد استفاده لاملي روش از ،)SDS حضور در( كننده
 گرديد، استفاده درصد SDS-PAGE 12 ژل از منظور بدين
 مقدار ژل هاي چاهك از يك هر در كه ترتيب بدين

 پلاسمي پري و سيتوپلاسمي هاي پروتئين از مساوي
 با الكتروفورز پايان از پس. شدند بارگذاري شده استخراج
  .)19(شد انجام آميزي رنگ R250 بلو كوماسي از استفاده

 دات روش از استفاده با نوتركيب پروتئين بيان بررسي
 هاي هاي پروتئين از مساوي مقاديرابتدا : بلات

 كاغذ روي شده استخراج پلاسمي پري و سيتوپلاسمي
 نقاط كردن بلاك بمنظور سپس. شد داده قرار نيتروسلولز

  كننده بلوكه بافر حاوي پليت در كاغذ اختصاصي، غير

TBST)شامل Tris-HCl ۵مولار، ميلي ٠ NaCl 150 ميلي 
 1 مدت به خشك شير% ۵ حاوي) Tween20% 5 و مولار
 مرحله سه مذكور زمان مدت از پس. شد داده قرار ساعت
 بعد ي مرحله در. شد انجام TBST بافر با شو و شست
 His-tag ضد مونوكلونال بادي آنتي حاوي محلول در كاغذ
 در. شد داده قرار  1:1000 رقت با HRP آنزيم به متصل
 بايوبيسيك شركت( DAB رنگي سوبستراي با كاغذ انتها

)Biobasic (عنوان به هيدروژن اكسيد پر حضور در) كانادا 
  .شد انكوبه تاريك محيط در آنزيم سوبستراي

:  IMAGE J افزار نرم با پروتئين بيان ميزان بررسي

 در شده بيان پروتئين سطح دقيق مقايسه و بررسي بمنظور

 استفاده با بلات دات از حاصل تصوير مختلف، هاي نمونه
به NIH از ( 1.50i ينسخه   IMAGE J افزار نرم از

 مورد و آناليز )/https://imagej.nih.gov/ijآدرس 
  .گرفت قرار بررسي

 شده بيانβ-NGF پروتئين تخليص: پروتئين تخليص
  BL21(DE3)pLysSي سويه توسط پلاسمي پري بصورت

  ). 3(شد انجام IMAC ستون از استفاده با

 وسترن روش از استفاده با شده تخليص پروتئين بررسي
 الكتروفورز از پس بلات، وسترن بمنظورانجام: بلات

 تفكيك هاي پروتئين ،SDS-PAGE ژل توسط ها پروتئين
 تريس مولار، ميلي 192 گلايسين( انتقال بافر كمك به شده
 200 ثابت جريان توسط) متانول% 15 و مولار ميلي 25

 بر گراد سانتي درجه 4 در ساعت 4 مدت به آمپر ميلي
 مدت پايان از پس. گرديدند منتقل نيتروسلولز كاغذ روي
 افزودن و شو و شست كردن، بلوكه مراحل انتقال، زمان
 انجام بلات دات روش با مطابق سوبسترا و بادي آنتي
 .)10(شد

 نتايج

 از پس:  (+)pET21a وكتور در β-NGF ژن كلونينگ
 انتقال و(+)pET21a وكتور به درونβ-NGF  ژن كلونينگ
 تشخيص بمنظور مستعد، هاي باكتري به نوتركيب وكتور
 كرده رشد هاي كلوني نوتركيب، وكتور حاوي هاي كلوني

 بررسي مورد سيلين آمپي بيوتيك آنتي حاوي پليت روي بر
 PCR كلوني شامل غربالگري هاي تست. گرفتند قرار

 و EcoRI هاي آنزيم توسط آنزيمي دو هضم ،)1 شكل(
NcoI )پرايمر از استفاده با ابيي توالي و) 2 شكل T7 

terminator) نظر مورد ژن شدن كلون دهنده نشان )3شكل 
 ي قطعه ي مشاهده 1 شكل در. بود (+)pET21a وكتور در

 bp374  اين حضور ي دهنده نشان آگارز ژل روي بر 
 نشان 2 شكل .است شده بررسي يها كلوني در قطعه
و  NcoI و EcoRI هاي آنزيم از استفاده از پس دهدمي
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انجام واكنش هضم دو آنزيمي قطعه اي هم اندازه با ژن 
در نهايت در شكل . مورد نظر ما از وكتور جدا  شده است

ابي وكتور نوتركيب يدر كروماتوگرام حاصل از توالي  3
 β-NGF  ژنمشاهده مي گردد كه قطعه ي ژني مربوط به 

بدون تغيير در تعداد يا نوع نوكلئوتيد در وكتور نوتركيب 
  .حضور دارد

  
 1 آگارز ژل روي بر  PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول كلوني  -1شكل

 شده داده نشان فلش با تصوير در β-NGF ژن به مربوط باند .درصد
  .مي باشد 100bp+3kنشان دهنده ماركر وزن مولكولي  M.است

  
 بر آنزيمي دو هضم واكنش محصول الكتروفورز ژل تصوير -2شكل
 واكنش از پس كه β-NGF ژن به مربوط باند. درصد 1 آگارز ژل روي

 باز جفت 374 ي ناحيه در است شده جدا وكتور از آنزيمي دو هضم
  .باشدمي 100bp+3kنشان دهنده ماركر مولكولي  M. است مشاهده قابل

 ي سويه دو در β-NGF پروتئين بيان بررسي
BL21(DE3) و  BL21(DE3)pLysSژل از استفاده با 
SDS-PAGE استفاده با كمي آناليز و بلات دات روش و 

 استفاده با پروتئين بيان از پس:  IMAGE J افزار نرم از
 از مساوي مقادير كار، روش قسمت در شده گفته روش از

 سيتوپلاسمي و پلاسمي پري شده استخراج هاي پروتئين
 و BL21(DE3) ي سويه دو هر به مربوط

BL21(DE3)pLysS ژل روي بر SDS-PAGE الكتروفورز 
 وزن داراي مذكور پروتئين اينكه به توجه با. شدند

 4 شكل در كه همانطور باشد مي دالتون كيلو 14 مولكولي
 تفاوت مولكولي وزن محدوده اين در است مشاهده قابل

 سويه و نوتركيب وكتور داراي هاي سويه بين خاصي
  .نيست مشاهده قابل وكتور بدون كنترل

 بلات دات روش از بيان تر اختصاصي بررسي بمنظور
 و سيتوپلاسمي هاي نمونه از مساوي ميزان. گرديد استفاده
 داراي BL21(DE3) ي سويه( مثبت كنترل پلاسمي پري

 توالي داراي و انساني β-NGF ژن حامل(+)pET39b وكتور
 و) وكتور بدون BL21(DE3)( منفي كنترل ،)Dsb A نشانه
 حامل BL21(DE3)pLysS و BL21(DE3) هاي سويه
 كاغذ روي pET21a(+)::β-NGF نوتركيب وكتور

 قابل 5 شكل در آن نتايج كه شد داده قرار نيتروسلولز
 است مشاهده قابل تصوير در كه همانطور. است مشاهده

 و BL21(DE3) هاي سويه در پلاسمي پري بيان
BL21(DE3)pLysS نشانه پپتيد كه نوتركيب وكتور داراي 

 كنند، مي بيان خود هاي پروتئين كنار در نيز را نظر مورد
 توجه با. است يافته افزايش مثبت كنترل ي نمونه به نسبت

 سويه در پلاسمي پري بيان كه شود مي مشاهده تصوير به
 DE3(BL21)( ي سويه از بيشتر BL21(DE3)pLysS ي

  . است
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 باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح ي نشانه پپتيد دارايpET21a(+)::β-NGF نوتركيب وكتور يابي توالي از حاصل كروماتوگرام تصوير -3 شكل

  .است شده مشخص تصوير درβ-NGF ژن ي قطعه به مربوط توالي. T7 terminator پرايمر از استفاده با ايران بومي فورميس ليكني

 قرار بررسي مورد  IMAGE Jافزار نرم از استفاده با بلات دات از حاصل نتايج تر، دقيق بررسي و كمي آناليز بمنظور ادامه در
 پري بيان كه دهد مي نشان هم كمي آناليز رفت مي انتظار كه همانطور. است مشاهده قابل 3 جدول در آن نتايج كه گرفت

 ي نشانه پپتيد دارايpET21a(+)::β-NGF نوتركيب وكتور حامل BL21(DE3)و  BL21(DE3)pLysSهاي سويه در پلاسمي
همچنين مي توان . بيشتر از نمونه ي كنترل مثبت مي باشد ايران بومي فورميس ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح

  .است BL21(DE3) بيشتر از سويه BL21(DE3)pLysSمشاهده نمود كه ميزان بيان پري پلاسمي در سويه ي 

  
  .بلو كوماسي با شده آميزي رنگ درصدSDS-PAGE 12 ژل روي بر پلاسمي سيتو و پلاسمي پري يپروتئين محتواي الكتروفورزي طرح -4 شكل
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 سيتوپلاسمي بيان: 2شماره نوتركيب، وكتور دارايBL21(DE3) ي سويه سيتوپلاسمي بيان :1شماره ،(250KDa-10)مولكولي وزن ماركر: M بترتيب 
 پري بيان: 4شماره نوتركيب، وكتور داراي BL21(DE3) ي سويه پلاسمي پري بيان: 3شماره نوتركيب، وكتور داراي BL21(DE3)pLysS ي سويه

  .نوتركيب وكتور داراي BL21(DE3)pLysS ي سويه پلاسمي

  

  
 و پلاسمي پري پروتئيني محتواي بلات دات طرح -5شكل

 مثبت، كنترل پلاسمي سيتو بيان -1بترتيب. هشد استخراج سيتوپلاسمي
 بيان -3 نوتركيب، وكتور حاوي BL21(DE3) لاسميپسيتو بيان -2

 -4 نوتركيب، وكتور حاوي BL21(DE3)pLysS ي سويه سيتوپلاسمي
 پري بيان -5 وكتور، بدون  BL21(DE3) ي سويه سيتوپلاسمي بيان

 BL21(DE3) ي سويه پلاسمي پري بيان -6 ، مثبت كنترل پلاسمي

 ي سويه پلاسمي پري بيان -7 نوتركيب، وكتور حاوي

BL21(DE3)pLysS پلاسمي پري بيان -8 نوتركيب، وكتور حاوي 

  .وكتور بدون BL21(DE3) ي سويه

  

 از استفاده با بلات دات نتايج آناليز از حاصل كمي هاي داده -3 جدول
 IMAGE J افزار نرم

 توليد درصد نمونه
  (%)پروتئين

  756/48 مثبتكنترلسيتوپلاسميبيان

 BL21(DE3) سويهسيتوپلاسميبيان
  نوتركيب وكتور حامل

943/33  

BL21(DE3)pLysSسويهسيتوپلاسمي بيان

  نوتركيب وكتور حامل
301/17  

  557/15 مثبتكنترلپلاسميپريبيان

حاملBL21(DE3) سويهپلاسميپري بيان
  نوتركيب وكتور

525/38  

BL21(DE3)pLysS سويهپلاسميپري بيان

  نوتركيب وكتور حامل
918/45  

 

 پلاسمي پري بصورت شده بيان β-NGFپروتئين تخليص
 آن صحت بررسي و BL21(DE3)pLysS ي سويه توسط

:  بلات وسترن روش و SDS-PAGE ژل از استفاده با
 ي سويه در پلاسمي پري بيان گرديد مشاهده اينكه از پس

BL21(DE3)pLysS سويه از بيشتر BL21(DE3) نمونه و 
 پري بصورت شده بيان β-NGFپروتئين است، مثبت كنترل

 كروماتوگرافي ستون از استفاده با سويه اين توسط پلاسمي
 پروتئين سپس. شد تخليص) Ni+2-NTA )IMAC تمايلي
 و شد الكتروفورز SDS-PAGE ژل روي بر نظر مورد

 باند تك است مشاهده قابل) A( 6 شكل در كه همانطور
 قابل دالتون كيلو 14 ي ناحيه در β-NGF پروتئين به مربوط
 آميز موفقيت تخليص دهنده نشان كه باشد مي مشاهده
  .است نظر مورد پروتئين

 روش از پروتئين تخليص صحت از بيشتر اطمينان بمنظور
) B( 6 شكل در كه همانطور. گرديد استفاده بلات وسترن
 ناحيه در β-NGF پروتئين به مربوط باند تك ميشود ديده
 آنتي با آن كنش ميان و است مشاهده قابل نظر مورد ي

 پروتئين ساختار صحت دهنده نشان His-tag ضد بادي
NGF است شده خالص.  

 بحث

 فاكتور عصبي، رشد فاكتور شامل كه ها تروفينرونو

 مي NT-4 و NT-3 ، (BDNF) مغز از شده مشتق نوتروفيك

 و شوند مي بيان عصبي سيستم در اي گسترده طور به باشند
 و رشد براي ها تروفينرونو. اند شده شناخته خوبي به

 ضروري محيطي و مركزي عصبي سيستم حفاظت

 عضو اولين ، NGFعصبي رشد فاكتور .)22(باشندمي

 و بقا در كه است ها تروفينرونو ي خانواده ي شده شناخته
 نگهداري و حفظ در همچنين و حسي هاي نورون رشد

  .)24(دارد نقش مركزي عصبي سيستم هاي نورون
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 )A( درصدSDS-PAGE 12ژل روي بر الكتروفورزي طرح -6شكل
 با استفاده از ستون شده تخليص β-NGF پروتئين )B( بلات وسترن

IMAC ي سويه از شده استخراج BL21 (DE3) pLysS.M  وزن ماركر 
 .باشد مي (250KDa-10) مولكولي

 پروتئين از NGFآلزايمر، مانند ييها بيماري درمان در 

 پل مالتي مانند ايمن خود هاي بيماري و پاركينسون

 اين هاي فعاليت ديگر از .شود مي استفاده اسكلروزيس

 ي قرنيه به مربوط هاي بيماري درمان به توان مي پروتئين
 .)20و15و5(كرد اشاره چشم

 مطرح NGF با رابطه در كه فرواني كاربردهاي به توجه با

 بزاقي غدد .است گرفته قرار توجه مود پروتئين اين شد

 مخلوط عصبي، رشد فاكتور طبيعي منبع عنوان به نر موش

 همين به و است شده تخريب نسبتا دايمرهاي از هتروژني

 ايمني علاوه به .باشد نمي مناسب درماني اهداف براي دليل

 پروتئين اين تخليص بودن بر زمان و گراني دشواري، زايي،

 شود؛ مي محسوب طبيعي منابع از استفاده مشكلات ديگر از
  .است اهميت حائز آن نوتركيب توليد دليل همين به

 بهبود در NGF نقش ي مطالعه بمنظور ١٩٨٩ سال در 

 ژن چهار اگزون انساني، عصبي تخريب هاي بيماري

NGFهاي سلول در انساني COS بيان نوتركيب صورت به 

 در انساني NGF ژن ١٩٩٠ سال در آن از پس. )9(شد

 بر آن بيولوژيكي فعاليت سپس و بيان CHO هاي سلول

 نسبت عصبي هاي سلول به PC12 هاي سلول تمايز روي

 در اين بر علاوه .)17(شد سنجيده موش NGF فعاليت به
 به پروتئين اين ويروس باكلو وكتور كمك به سال همين

 و بيان حشرات هاي سلول در Pre-Pro-β-NGF صورت
 در .)6(شد تاييد آلزايمر بيماري درمان در آن تاثير سپس
 اين نوتركيب بيان روي بر بيشتري تحقيقات ١٩٩٢ سال

 بيان روي بر طوريكه به شد انجام پروتئين rhNGF به 
 بررسي چندين E. coli و CHO در بادي اينكلوژن صورت

 كشت روش با 1993 سال در .)29و14و11 (گرفت صورت

 تراكم )Fed-Batch Culture( شده دهي خوراك مداوم غير

 و شد داده افزايش سوسپانسيون كشت در حشره هاي سلول
 ادامه در. )25(يافت افزايش hNGF توليد ميزان آن متعاقب

 موش و نسانا NGF،1993 سال در شده انجام تحقيقات ي

 توالي از استفاده با و بيان سرويزيه ساكارومايسز مخمر در

 ترشح كشت محيط سوپرناتانت به آلفا فاكتور راهنماي
 بر شده توليد نوتركيب هاي پروتئين اين تاثير سپس .شدند
 موش PC12 هاي سلول به مربوط NGF هاي گيرنده روي
 با hNGF بيان 1997 سال در. )26(گرفت قرار بررسي مورد

 وكتور از استفاده pET11c در E. coli داده فزايش ا 

 بالاي بيان كه شد داده نشان 2001 سال در .)32(شد

 ايزومريزاسيون و كاتاليز ي وظيفه كه DsbCD هاي پروتئين

 توليد توجهي قابل طور به دارند، را سولفيدي دي پيوندهاي

rhNGF مي بهبود پلاسم پري ي كننده اكسيد فضاي در را 

 كه هم با سازگار بياني وكتور نوع دو از منظور بدين .بخشد
 پپتيد بهمراه NGF ژن حامل ديگري و Dsb ژن داراي يكي

 پروتئين تاثير بيان از پس و شد استفاده بود OmpT نشانه

 بررسي مورد موش PC12 هاي سلول روي بر شده توليد

 تحقيقاتي گروه يك سال همين در همچنين .گرفت قرار

 اينكلوژن خوردن تا دوباره سرعت و بازده افزايش بمنظور

-rh سولفيدي، دي پيوندهاي صحيح تشكيل جهت ها بادي

pro-NGF سيتوپلاسم در را E.coli از .)27و17(كردند بيان 
 فضاي به محصول ترشح و بيان براي پايين يدما آنجائيكه
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 صحيح تاخوردگي تسهيل سبب ميزبان، پلاسمي پري
 سولفيدي دي پيوند سه با rhNGF مانند سخت پروتئينهاي

 استفاده با ٢٠٠٦ سال در همكارانش و ويننتيني ايلينا ميشود

 Pseudoalteromonas haloplanktis دوست سرما ميزبان از

TAC125 ،  rhNGF گراد سانتي درجه چهار دماي در را 

 در rhNGF ٢٠١٠ سال در نهايت در. )30(كردند بيان

 خرگوش استخوان مغز مزانشيمي بنيادي سلولهاي

(rMSCs) اين بيولوژيكي فعاليت كه گرديد مشاهد و بيان 

 جنين عصبي سلولهاي و  PC12 سلولهاي روي پروتئين

 .)13(بود كامل تجاري، rhNGF مانند جوجه

 ي كننده احيا محيط در سولفيدي دي پيوندهاي آنجاييكه از
 هايي پروتئين سنتز شوند، نمي تشكيل E. coli سيتوپلاسم

 در سولفيدي دي پيوند سه داراي كه  β-NGF نظير

 بادي اينكلوژن گيري شكل به منجر هستند خود ساختمان

 وضعيتي چنين در .شود مي سلولي درون رسوبات وتشكيل

 رناتوره بايست مي بيان از پس شده توليد هاي پروتئين

. دارد پاييني بازده و است بر زمان بسيار فرآيند اين كه شوند
 پري فضاي سمت به پروتئين هدايت مشكلات اين دليل به

 در ديگر سوي از .باشد مفيد رويكرد يك تواند مي پلاسمي
 پلاسمي پري فضاي سمت به پروتئين هدايت موارد، بيشتر

 تاخوردگي و دستي پايين فرآيندهاي كشت محيط يا

  شرايط در پروتئين پايداري كند، مي تسهيل را پروتئين
 طي كه شود مي منجر و دهد مي افزايش را) in vivo( زنده

 محلول و فعال هاي پروتئين صرفه به مقرون فرآيند يك

 پپتيد شود مي سبب ترشحي بيان اين بر علاوه .گردد توليد

 شدن اضافه از و گردد ايجاد صحيح ترمينال- N اب هايي

 شروع متيونين با آنها بالغ فرم كه هايي پروتئين به متيونين

 براي تحقيق اين در بنابراين .كند مي جلوگيري شود نمي

 نشانه پپتيد از پلاسم پري سمت به β-NGF پروتئين هدايت

 ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح ي

  .شد استفاده ايران بومي فورميس

 به مربوط بلات دات تست از حاصل نتايج بررسي در
 پلاسمي پري و پلاسمي سيتو ي شده بيان هاي پروئين
 هاي سويه در پلاسمي پري بيان كه گرديد مشاهده

BL21(DE3) و pLysS پپتيد داراي نوتركيب وكتور حامل 
 ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح ي نشانه

 حاوي مثبت كنترل ي سويه از بيشتر ايران بومي فورميس
 اما است  DsbA ژن ي كننده كد ي ناحيه كل و نشانه پپتيد

 .است يافته كاهش توجهي قابل طور به سيتوپلاسمي بيان
 به توجه با سيتوپلاسمي بيان در كاهش اين از بخشي

 ديگر سوي از. است توجيح قابل پلاسمي پري بيان افزايش

 سويه در پلاسمي پري بيان شده ايجاد هاي لكه به باتوجه

 احتمالا كه است BL21(DE3) ي سويه از بيشتر pLysS ي

 براي توليدي پروتئين سميت تفاوت اين دلايل از يكي

  BL21(DE3) ي سويه در كه چرا باشد مي  ميزبان باكتري

 القا بدون درحالت  بررسي بمنظور .دارد وجود نشتي بيان 
 داده مختلف، هاي سويه در شده بيان پروتئين ميزان كمي
 نرم از استفاده با بلات دات تست از حاصل هاي
نشان مي  آناليزها. گرفت قرار بررسي مورد IMAGE Jافزار

 وكتور حاملداد كه بيان پروتئين با استفاده از سويه هاي 

 ميلازآ آلفا آنزيم  ي شده اصلاح ي نشانه پپتيد داراي نوتركيب
 توجهي قابل ميزان به ايران بومي فورميس ليكني باسيلوس

 هاي داده همچنين .باشد مي مثبت كنترل ي نمونه از بيشتر
 سويه در پلاسمي پري بيان كه داد مي نشان كمي

BL21(DE3)plysS  پپتيد داراي نوتركيب وكتور حاوي 
 ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم ي شده اصلاح ي نشانه

داراي  BL21(DE3) ي سويه از بيشتر ايران بومي فورميس
 پري هاي نمونه بعد ي مرحله در. همين وكتور است

 ستون از استفاده با  pLysSي سويه پلاسمي IMAC 

 SDS-PAGE ژل روي بر دياليز از پس و شدند تخليص

 در نظر مورد پروتئين به مربوط باند و شدند الكتروفورز
 بمنظور ادامه در. گرديد مشاهده كيلودالتون ١٧ ي ناحيه

 مورد باند و شد استفاده بلات وسترن روش از نهايي تاييد
 .گرديد مشاهده نظر
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 توان مي آمده دست به هاي داده به توجه با مجموع در

 ي شده اصلاح ي نشانه پپتيد از استفاده كه گرفت نتيجه
 بيان ايران بومي فورميس ليكني باسيلوس آميلاز آلفا آنزيم

 پپتيد حاوي مثبت كنترل ي سويه به نسبت را پلاسمي پري
 ميزان به  Dsb A ژن ي كننده كد ي ناحيه كل و نشانه

 بهتري نشانه پپتيد عبارتي به و دهد مي افزايش بيشتري
 همچنين. باشد مي β-NGF پروتئين پلاسمي پري بيان براي

 توان مي شد انجام كه اي مقايسه هاي بررسي به توجه با

 سويه به نسبت  BL21(DE3)plysSي سويه گرفت نتيجه

BL21(DE3)  پروتئين بيان براي بهتري ميزبان β-NGF با 
 .است مذكور ي نشانه پپتيد از استفاده

 كل شود مي ديده بلات دات به مربوط نتايج در كه همانطور

 .است نشده هدايت پلاسم پري به شده توليد پروتئين
 يك E. coli در پروتئين ترشح كه داشت توجه بايد درواقع

 هاي پروتئين ترشح براي تلاش و است پيچيده فرآيند

 ترين مهم .باشد مواجه مشكل چندين با تواند مي نوتركيب

 ظرفيت داخلي، غشا عرض در ناقص انتقال مشكلات اين

 .است پروتئوليتيك تخريب و پروتئين انتقال ماشين ناكافي
 را E. coli در نوتركيب پروتئين يك ترشح فاكتور چندين
 نشانه پپتيد اسيدي آمينو تركيب  .دهند مي قرار تاثير تحت

 براي .است گذار تاثير فاكتورهاي از يكي هدف پروتئين و

 يك هترولوگوس هاي پروتئين بالاي بيان به يابي دست

 در است ممكن ترشح. دارد وجود ترجمه ي بهينه سرعت
 احتمالا تاثير اين كه يابد كاهش شدت به بالاتر هاي سرعت

 به مربوط انتقالي ماشين محدود ترشحي ظرفيت از اي نتيجه
E. coli باقي احتمالا شود مي پر ظرفيت اين زمانيكه .است 

 تجمع بادي اينكلوژن فرم به نوتركيب هاي پروتئين ي مانده

 بيان سطح سازي بهينه براي حل راه يك بنابراين .يابد مي

 .است ژن هاي كپي تعداد و پروموتر قدرت در توازن ايجاد
 ترشح بمنظور شده انجام هاي بررسي در حال هر در

 داشت انتظار نبايد نشانه پپتيدهاي از استفاده با ها پروتئين

  .شود منتقل پلاسم پري به درصد ١٠٠ هدف پروتئين كه
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Abstract 

Nerve growth factor (NGF) is a well-characterized member of the neurotrophin protein 
family, which has been shown to play a pivotal role in treating diseases such as multiple 
sclerosis and Alzheimer’s disease. Production of recombinant proteins in E. coli has 
particular disadvantages, which are primarily inclusion body formation and lack of 
disulfide bond formation in the cytoplasm. We therefore aimed to use the modified 
signal peptide of the Iranian native Bacillus licheniformis alpha-amylase to target the 
expressed recombinant β-NGF to the periplasm as an effective strategy to produce 
correctly-folded β-NGF. For this purpose, the human β-NGF gene with the signal 
sequence of the Iranian native Bacillus licheniformis alpha-amylase was cloned into a 
pET21a (+) vector and then the recombinant vector was transformed to BL21 (DE3) and 
BL21 (DE3) plysS strains. Protein expression was induced by 1mM IPTG in strains 
with the recombinant vector and the positive control strain containing the pET39b (+) 
vector with the DsbA signal peptide. Cytoplasmic and periplasmic expression of β-NGF 
was confirmed by SDS-PAGE and dot-blot assays. Finally, the expressed periplasmic 
proteins were purified using affinity chromatography and this purification was 
confirmed by using SDS-PAGE and Western blot assays. The results show the modified 
signal peptide of the Iranian native Bacillus licheniformis alpha-amylase is more 
effective for the secretory expression and directing β-NGF to the periplasmic space than 
the DsbA signal peptide. Also, these results indicate that the BL21 (DE3) plysS strain is 
an appropriate host for periplasmic expression of β-NGF. 

Key words: Nerve growth factor, recombinant protein, signal sequence, periplasmic 
expression 


