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پروسه جهت تسهيل  pET ستميساساس بر pET32b(+)Rhطراحي و ساخت وكتور بياني 
  پروتئين نوتركيب تخليص

 علي محمد احدي و *، هدا آيتيونكي يليلا رضاي

  شهركرد،دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم، گروه ژنتيكايران، 

  چكيده

ها غالباً نيپروتئ تخليص، ليبمنظور تسه. ساختار آنها استعملكرد و  بررسي يبرا مرحله ضروري كيها نيپروتئ يخالص ساز
 پركاربرد بياني وكتور بر اساس pET32b(+)Rhطراحي و ساخت وكتور هدف از اين تحقيق . شونديم متصلتمايلي برچسب  هب

 pET-32b(+) طراحي بعد از  .باشدميتنها با استفاده از ستون تمايلي نيكل و هاي نوتركيب پروتئينتر در جهت تخليص آسان
وكتور نوتركيب در . همسانه سازي شدpET-32b قطعه مورد نظر تكثير يافت و در وكتور PCRبا استفاده از واكنش  ،پرايمر

مطالعه  .شدتوالي تعيين  ،و آناليز آنزيمي PCR -نيوبعد از غربالگري با تست كل. باكتري اشريشيا كلاي ترانسفورم گشت
انجام  pET32b(+)Rh سولفيدي در وكتورپيوندهاي دي دارايسمي كوچك پپتيد يك بررسي بيان و تخليص عملكرد وكتور با 

هيستيديني در ناحيه انتهاي كربوكسيل تيوردوكسين حذف شده و همچنين  برچسبمحل ، pET32b(+)Rhوكتور جديد در  .شد
براي بررسي عملكرد وكتور،  .تغيير چنداني نخواهد كرد  BamH Iناحيه انتهاي آميني پپتيد نوتركيب درصورت استفاده از آنزيم 

منجر به تخليص پپتيد نوتركيب  ،IMACاي با استفاده از روش و تخليص دومرحله بررسي بيان محلول يك پپتيد سمي در آن با
با استفاده از پلاسميد تجاري  وكتور تغيير يافته بيانيبراي دسترسي به يك  ينگدر اين تحقيق از روش ساده و سريع كلون .شد

تغيير پس از نيازمند به  كهپيچيده  ساختارتوان براي بيان پپتيدهايي با مي pET32b(+)Rhاز وكتور جديد . موجود، استفاده شد
هاي روشيا  به ستون كروماتوگرافي ديگرتر بدون نياز رد و سپس از تخليص سادهبه بهرهستند، فيوژن با تيوردوكسين ترجمه و 
  .استفاده كرد آن براي تخليص نهايي FPLCو  HPLCنظير اي پر هزينه

  ، تيوردوكسين، برچسب هيستيديننوتركيب ، تخليص پروتئين pET-32 ،pET32b(+)Rh :كليدي هايواژه

 ayat-h@sku.ac.ir: ، پست الكترونيكي03832324401: نويسنده مسئول، تلفن*

 قدمهم

به  بينوترك يهانيپروتئ ديتول ،گذشته هاير طول سالد
از كاربردها  يعيوس فيط كه تبديل شدهمهم  يفناور كي

 شامل مي شود و صنعتي مختلف پزشكي هايزمينهدر را 
 ييايپو منجر به ،ي درمانيدهايتعداد پپتافزايش  .)3(

براي  تقاضا. )15( شده است نوتركيب يدهايپپتتجارت 
. كرد نيتأم يعيطب منابعتوان از يها را نمنيپروتئاين 
سهولت در  لياغلب بدل) Escherichia coli( يكلا ايشياشر

و  يكيژنت يندهايو دانش گسترده از فرآ عيكشت، رشد سر
 يهانيپروتئ ديتول يانتخاب برا نيآن، اول يكيولوژيزيف

 يبرا ياديز شكلاتوجود م نيبا ا. )13( است بينوترك

، وجود يوتيپروكار ستميس در يوتيوكاري يهانيپروتئبيان 
 يتخصص تغييرات، يوتيوكاري هايچپرونوجود  عدم .دارد

تواند يم سولفيديپيوندهاي ديوجود  و پس از ترجمه
- از موفق يكي .شود نيپروتئ اشتباهو تجمع  پيچشمنجر به 

محلول،  يهانيپروتئ انيب شيافزا يبرا راهكارها نيتر
يا پپتيدهاي  تيكننده حلال تيتقو يهابا برچسب اتصال
 (MBP) اتصال دهنده مالتوز ني، مانند پروتئفيوژن

)Maltose-binding protein(نيوردوكسي، ت (Trx)) 

Thioredoxin( ونيو گلوتات-S -ترانسفراز)glutathione S-

transferase( GST)( دباشمي )وژنيفي هانيپروتئاين . )8 
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بايد در مراحل بعدي در وكتورهاي بياني تعبيه مي شوند و 
 برايتواند يم فيوژن پپتيدهاي . )11( كار حذف شوند

 ريفولدينگ يساز ساده ي، براتيو حلال انيسطح ب شيافزا
تجزيه پروتئين از  يريجلوگو براي  آن ييآكار شيو افزا

 بسيارهاي برچسبيكي از  .)7( نيز استفاده شودنوتركيب 

كيلودالتون مي 12با وزن تقريبا  تيوردوكسين ،مورد استفاده
 نظراز و  محلول اري، بسكوچك نيپروتئ كيكه  باشد
 .)14( است يقو فولدينگ يهايژگيبا و داريپا يحرارت

تسهيل ايجاد  يبرا يزوريكاتال نيپروتئ كي تيوردوكسين
 هانيپروتئ تيحلالافزايش   و يديسولفيد يوندهايپ

دهد و يرا كاهش ماجسام انكلوژن  تشكيل ني، بنابرااست
 كنديم كمرا استفاده از اوره  سازي بامحلول يهابرنامه

هاي از برچسببغير از اين، در وكتورهاي بياني . )10(
هاي مختلف براي تسهيل پروسه نيز) affinity tag(تمايلي 

بر  ريحداقل تأث كه شودتشخيص و تخليص استفاده مي
 .)23(دارند را  زيستي پروتئين تيساختار سوم و فعال

كه مي شود مختلفي استفاده  تمايلي هايبرچسبامروزه 
Arg -poly  ،FLAG ،His-poly ،-cهايبشامل برچس

myc ،tag-S پلي  هايبرچسب از اين ميان .)11( دنباشيم
- پروتئين سازيخالص براي ،)Polyhistidine( هيستيدين

 )IMAC( كروماتوگرافي تمايليوش با ر نوتركيب هاي
)Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography (

 شده تثبيت، +Ni2 فلز يون يك بين تعاملات بر كه مبتني
هيستيدين  آمينه اسيد جانبي هايزنجيره و ماتريس روي
   .)9( گيردمورد استفاده قرار ميبيشتر  است،

 ديتول يبرا يتجار نگيكلون ياز وكتورها ياگسترده فيط 
 نيديستيه يبرچسب پل يدارا بينوترك يهانيپروتئ انيو ب

وجود  ي،كلا ايشياشرمانند  تلفمخ يانيب يهاستميدر س
 ييهاستميس نياز قدرتمندتر pET يانيب ستمسي .)5( دارد

در  بينوترك يهانيپروتئ انيكلون و ب منظورب است كه 
ژن هدف در داخل زمانيكه  .شوداستفاده مي يكلا ايشياشر

 قوي كنترل پروموتر تحت يسيرونو ،شوديكلون م وكتور
 T7 وفاژيمراز باكتريپل RNA .گيرديمانجام  T7 وفاژيباكتر

ي قرار دارد و بصورت كاملا اختصاصي به باكتردر ژنوم 
پروموتر . گيردخود متصل و رونويسي انجام مي پروموتر

توان بيان بالايي از گردد و ميالقا مي IPTGتوسط  
گاهي  pETاين بيان بالاي سيستم  .محصول را بدست آورد

بدليل دارا بودن تغييرات پس اجسام انكلوژن  منجر به ايجاد
آن سولفيدي از ترجمه در پپتيد نوتركيب و يا پيوندهاي دي

كه با اضافه  pET-32بياني قوي  وكتور. )19و16(شود مي
فيوژن به پروتئين نوتركيب بصورت  تيوردوكسينكردن 

ساختار پروتئين را و حلاليت  وميزان بيان را افزايش داده 
سيستم  همچنين اين .كند، بسيار پراستفاده استتصحيح مي

نيز  ياشريشيا كلاهاي سمي در بياني براي بيان پروتئين
مانع  تيوردوكسينزيرا اضافه شدن  بسيار كارآمد است،

يا پپتيد اعمال اثر سميت پپتيد در باكتري و كاهش بيان 
 داراي (+)pET-32bوكتور پركاربرد . شودمرگ باكتري مي

و دو  S-tagهاي تخليص و شناسايي برچسب
ين دست پپتيد يدر بالادست و پا   His.tagبرچسب

جهت محلول سازي و  تيوردوكسين .باشدنوتركيب مي
ترمينال پپتيد نوتركيب  Nدر افزايش بيان پروتئين نوتركيب 

نزيمي ترومبين و انتروكيناز در آدو جايگاه . شوداضافه مي
وكتور تعبيه شده كه در نهايت بعد از بيان و تخليص، از 

تگ  و يكي از S.tagبا  تيوردوكسينطريق پروتئاز مربوطه 
شود، در آخر براي تخليص نهايي پپتيد جدا مي Hisهاي 

و يا جداسازي  FPLCيا  HPLCنوتركيب از روش 
ين ئپروت وشود استفاده مي S-tagتيوردوكسين متصل به 

براي  S-tagاستفاده از  .آيدميخالص طي دو مرحله بدست 
جداسازي تيوردوكسين نيازمند به ستون كروماتوگرافي 

 ، همچنين مي توان ازتمايلي با آنتي بادي اختصاصي دارد
براي تخليص نهايي  FPLCيا  HPLCپرهزينه  هايروش

اين پژوهش . استفاده كرد، تيوردوكسينپپتيد نوتركيب از 
وري تخليص ن بتوان بهرهآبراي طراحي پلاسميدي كه با 

 نيپروتئ متيارزان ق بصورت ساده تر و و هبالا بردرا 
در پژوهش حاضر  .طراحي شدرا تخليص كرد،  بينوترك

ين نوتركيب ئترمينال پروت Nاولين توالي هيستيديني در 
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حذف   EcoR Vو    Nco Iنزيمي آبهمراه دو توالي برش 
حذف اولين تگ هيستيديني باعث مي شود كه در  .گرديد

مرحله دوم  تخليص با ستون كروماتوگرافي نيكل، 
تيوردوكسين تخليص نشده و تنها پپتيد نوتركيب جداسازي 

پس از تخليص پروتئين نوتركيب با دم پلي . شود
، با هضم آنزيمي پروتئين، دو IMACهيستيديني و روش 

شود كه در مي لحاص كسينتيوردوپپتيد نوتركيب و پپتيد 
براي تخليص  IMACتوان از روش مرحله بعدي نيز مي

بيان و تخليص موفق يك پپتيد  .پپتيد نوتركيب استفاده كرد
سولفيدي در وكتور جديد با پيوندهاي دي كوچك

pET32b(+)Rh عملكرد صحيح وكتور بود دهندهنشان.  

 مواد و روشها

، نگيكلون زبانيمي بعنوان كلا شياياشر Top10F هيسو :مواد
ي انيوكتور ب نيو همچن بعنوان ميزبان بياني BL21سويه 

pET-32b(+)  جهت انجام تحقيق،ساخت شركت نواژن 
 يبرا Luria-Bertani)(LBكشت ط محي. ديگرد نيتام

 و  Xho Iو  BamH I هاي نزيمآ استفاده شد، يكشت باكتر

)Msc I (Bal I كيت استخراج  وDNA  كيت از ژل آگارز و
، از شركت فرمنتاز گازيل T4و   PCRتخليص محصول 

از سيناژن  مرازپلي Taq و  شگامياز شركت پ Pfu آنزيم
   .ديگرد يداريخر

و  (+)pET-32b وكتور  هاي برش آنزيمي بررسي جايگاه
 Geneدر ابتدا با استفاده از نرم افزار  :طراحي پرايمر

Runner 3.05  توالي بين T7  پروموتر وT7  ترميناتور از
حفظ ترتيب هاي برش آنزيمي و همچنين لحاظ جايگاه

. مورد بررسي قرار گرفت نوكلئوتيدها در قالب خواندن
منظور حذف توالي هگزا هيستيدين سمت انتهاي آمين ب

طراحي پرايمر  Gene Runner 3.05پلاسميد، با نرم افزار 
  Msc Iبا در نظر گرفتن جايگاه آنزيمي . انجام گرفت
و  Bal I (Msc I( با جايگاه برش  For MscI پرايمر پيشرو

   BamH Iبا جايگاه برش   Rev BamH I پرايمر معكوس 
مده آ 1جدول در مشخصات پرايمرهاي  طراحي گرديد

  .است

  

 )جايگاه شناسايي آنزيم با خظ زير آن مشخص شده است( توالي پرايمري مربوط به طراحي وكتور در اين پژوهش -1جدول 

تعداد  نام توالي
نوكلئوتيد

)5     3(توالي كد كننده  

 For Msc I 28 5TGCTTGGCCATTCTTCCGGTCTGGTGCC3 پرايمر پيشرو 

 Rev پرايمرمعكوس

BamH I  
28 5TATCGGATCCGCCTTGTCGTCGTCGTCG3 

 5GCTAGTTATTGCTCAGCGG3 19 ترميناتور  T7پرايمر 
 5TAATACGACTCACTATAGGG3 20 پروموتر  T7پرايمر 

  

بعد از :  BamH Iتا   Msc Iي تكثير توالي از جايگاه آنزيم
 C˚37 مايع در دماي LBساعته باكتري در محيط  16كشت 
با  Top10از باكتري   (+)pET-32bاستخراج پلاسميد درجه، 

و محصول بعنوان الگو در واكنش شد روش قليايي انجام 
PCR توالي بين  ؛استفاده شدT7  پروموتر وT7  ترميناتور

آن، توالي بين جايگاه  PCRو از روي محصول  تكثير شد

Msc I   تاBamH I  با پرايمرهاي سنتز شده تكثير گرديد. 
 25براي هر دو مورد در حجم نهايي  PCRواكنش 

 5/2ميكروليتر از هر پرايمر،  1ميكروليتر با اضافه كردن 
 dNTP 10 ميكروليتر   PCR )10x(  ،5 /0ميكروليتر بافر 

واحد بر  5  پلي مراز Taqميكروليتر   2/0ميلي مولار، 
تكثير . الگو انجام گرفت DNAميكروليتر  1ميكروليتر و 
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بمنظور جلوگيري از جهش توسط  بازي جفت 123قطعه 
Pfu هايهچرخ .پليمراز انجام گرفت PCR   براي توالي بين
T7  پروموتر وT7  مرحله واسرشت  يك :شاملترميناتور

گي واسرشت شد دقيقه، 5 به مدت C˚94ابتدايي در دماي 
ثانيه، اتصال پرايمر به رشته   30 به مدت C˚94 در دماي 

تكثير قطعه مورد  ،ثانيه 45مدت  به C˚58 الگو در دماي 
و در  سيكل 35دقيقه براي  1  به مدت C˚72 نظر در دماي 

به درجه  C ˚72 پايان يك مرحله تكثير نهايي در دماي
به  جفت بازي 123براي قطعه . دقيقه استفاده شد  5  مدت

هر  C˚72، 56، 94 ي سيكل متوال 30همان ترتيب فقط با 
روي ژل آگارز  PCRمحصول  .پذيرفت ثانيه انجام 40كدام 

برده شد و جهت خالص سازي توسط كيت، از روي ژل 
   .)10( بريده شد

و  (+)pET-32bپلاسميد  :واكنش اتصال هضم آنزيمي
  BamH Iو   Msc Iهاي ي تكثير يافته تحت اثر آنزيمقطعه

هر دو . هضم شدند 37ساعت در دماي  16به مدت 
الكتروفورز % 1روي ژل اگارز محصول هضم آنزيمي فوق 

و پلاسميد خطي شده از روي  جفت بازي 123باند . ندشد
 2/0 مقدار .ندجدا شدبيورد ژل با استفاده از كيت 

كروگرم مي 1/0قطعه تخليص شده از ژل با ميكروگرم 
واحد ليگاز و حجم  1حاوي  واكنش اتصال  درپلاسميد 

حاوي واكنش تيوپ . ميكروليتر قرار گرفتند 25نهايي 
و يك ساعت  16اتصال، بمدت يك ساعت ونيم در دماي 

  .در دماي محيط قرار گرفت

باكتري : هاي مستعد و ترانسفورماسيوني سلولتهيه
Top10  درml5 سيلين دار محيط آمپيLB  رشد داده شد

مولار  CaCl2  1/0 با استفاده از .رسيد 4/0 به ODتا 
واكنش اتصال در مخلوط . هاي مستعد تهيه شدسلول

آگار  LBهاي باكتري مستعد ترانسفورم شد و روي پليت
ساعت در  16كشت داده شد و بمدت  ،سيلين دارآمپي

   .قرار داده شدند C˚37 انكوباتور 

-نيوهاي واجد پلاسميد جديد بروش كلغربالگري كلوني
PCR:  براي اينكه ورود قطعه ژني به وكتور مورد تاييد قرار

در اين روش از . استفاده شد  PCR-روش كلونيگيرد، از 
 چند هاي حاصل از ترانسفرم بود،پليتي كه حاوي كلوني

كلوني بهمراه كلوني كنترل بطريق شطرنجي كشت داده 
 10محلول باكتري قرار گرفته بمدت ، با  PCRواكنش . شد

انجام گرفت و روي ، و شرايط قبلي C96 ˚دقيقه در دماي
پروموتر T7 ترميناتور و  T7پرايمر  .شدالكتروفورز % 2ل ژ

و طراحي وكتور مورد  PCR-نيز بمنظور انجام كلوني
 درمثبت  PCRنتيجه  باكلني  چند. استفاده قرار گرفتند

راج پلاسميد مايع كشت داده شد و سپس استخ LBمحيط 
   .ها انجام گرفتناز آ

از آنجايي كه : آناليز آنزيمي پلاسميدهاي استخراج شده
  EcoR Vو  Nco Iپلاسميد جديد فاقد جايگاه آنزيمي 

 بر روي پلاسميد استخراج شده و نيز پلاسميدباشد، مي

pET-32b  ،نزيمي تحت اثر آنزيم هاي آآناليز  بعنوان كنترل
BamH I   وNco I ، برش آنزيمي با آنزيم . صورت گرفت

Nco I   ساعت و در دماي  4بمدت روي پلاسميدهاC˚37 
همچنين جهت تاييد سالم بودن جايگاه برش . انجام گرفت

BamH I ، ساعت بهمراه كنترل تحت  4ت پلاسميد بمد
 .الكتروفورز شد% 1و بر روي ژل اثر اين آنزيم قرار گرفت 

تعيين توالي آناليز آنزيمي، در نهايت پلاسميد تاييد شده با 
 .شد

 و تخليص پپتيد نوتركيب از وكتور جديد بررسي بيان 

pET32b(+)Rh :و تماميت وكتور  بمنظور بررسي صحت
جدا شده از  IOD-NaTx ژن كدكننده توكسين جديد،

ون شد كل pET32b(+)Rhپلاسميد نوتركيب  درعقرب، 
با  BL21مستعد باكتري  و به) اطلاعات در دست چاپ(

ن در آني از وتك كل. روش شوك حرارتي ترانسفورم شد
كشت شبانه داده شد و بعد از تلقيح و  LBمحيط كشت 

 1با مقدار  IPTG بابيان آن در اثر القا  6/0به  ODرسيدن 
 .انجام شد C˚28 ساعت و دماي  8ميلي مولار در مدت 
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و تخليص پپتيد  هآوري شده، ليز شدها جمعباكتري
 .شدانجام  IMACبا ستون  تيوردوكسيننوتركيب فيوژن با 

-IODپپتيد فيوژن با انتروكيناز، پپتيد خالص  هضمبعد از 

NaTx  با روشIMAC يد باره تخليص شد و پپتود
ها در مقاله در دست جزئيات روش( نوتركيب حاصل شد 

  )چاپ

   نتايج
طراحي   (+)pET-32bبمنظور تغيير وكتور  :وكتورطراحي 

مشكل  تاهاي آنزيمي بررسي شد جايگاه. پرايمر انجام شد

 .دويا تداخل عمل آنزيمي يا تغيير قاب خوانش مشاهده نش
 5ˊانتهاي ، يك نوكلئوتيد در براي عدم تغيير قاب خوانش

  .پرايمر اضافه شد

-pETپلاسميد : استخراج پلاسميد و تكثير توالي

32b(+) سپس توالي بين و  شدهاستخراجT7  پروموتر تاT7 
شكل ( بازي تكثير شدجفت  650ترميناتور با اندازه حدودا 

بازي جفت  123ن الگو براي تكثير توالي و بعنوا) الف 1
و   Msc Iكه شامل جايگاه برش   Rو  F با پرايمرهاي

BamH I  ب 1شكل ( د، استفاده گرديدنباشمي( .  

  

  
 –ب تصوير. درصد 1ترميناتور بر روي ژل آگارز  T7پروموتر و  T7توالي بين باند مربوط به  - الف تصوير:  PCRالكتروفورز محصول  -1شكل 
  )جفت بازي 100ماركر : M. (درصد 1جفت بازي بر روي ژل آگارز 123مربوط به توالي   Rev BamH Iو  For Msc Iاصل از پرايمرهاي باند ح

  
جفت  123ي قطعهپلاسميد و : كلون سازي وكتور جديد

و   Msc Iنزيم هاي برشگر آتحت تاثير  بازي هر دو
BamH I  جفت بازي توسط كيت  123قطعه . قرار گرفتند
پلاسميد هضم شده . ، خالص سازي گشتDNAتخليص 

پس از اتصال . ز از روي ژل بريده و تخليص گرديدني
 وفت بازي ج 123پلاسميد برش خورده و قطعه 

محيط  هايي بر رويكلوني، هاي مستعدبه سلولترانسفورم 
هاي نوتركيب و كشت رشد يافت كه شامل كلوني

  .غيرنوتركيب بودند

  - نيوهاي واجد پلاسميد جديد بروش كلغربالگري كلوني

PCR: 8رم شده بودند ونسفاهايي كه ترونيكلاز تعداد 
- نيوها كلني كشت شطرنجي شده بود كه بر روي آنوكل

PCR با پرايمرهاي T7  پروموتر وT7  انجام ترميناتور
 كه هاي حاوي وكتور نوتركيبونيكل .گرفت

pET32b(+)Rh )Rh نام ) حروف اول نام سازندگان وكتور
كمتر از وكتور كنترل در ژل جفت باز  30 با اندازهگرفت، 

  .باشدخص ميشم) 2شكل (د كه در نباشميمشخص 

پلاسميد نوتركيب استخراج و مورد بررسي : آناليز آنزيمي
در اين مرحله تعدادي از پلاسميدها . آنزيمي قرار گرفت

خطي شدند كه نشان دهنده وكتور   Nco Iتوسط آنزيم 
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ها بدليل عدم وجود اين باشد ولي تعدادي از آناوليه مي
باند  3و داراي هر جايگاه در پلاسميد جديد، خطي نشدند 

، برش با آنزيم )الف 3شكل ( باشدتخليص پلاسميد مي
BamH I   3شكل (براي بررسي پلاسميد نيز انجام شد 

  ).ب

بررسي نتايج حاصل از آناليز آنزيمي تاييد كننده جايگزيني 
همچنين نتايج . است pET32bتوالي جديد در پلاسميد 

 T7  حاصل از تعيين توالي با استفاده از پرايمرهاي عمومي 
ترميناتور تاييد كننده نهايي پلاسميد جديد  T7پروموتر و 

نشاندهنده تغيير اعمال شده در وكتور جديد  5شكل . بود
  . مي باشد pET32bدر مقايسه با 

بمنظور بررسي : بررسي بيان و تخليص پروتئين نوتركيب
-IODبيان پروتئين نوتركيب در وكتور طراحي شده، پپتيد

NaTx   سولفيدي در ديكه يك پپتيد سمي با سه پيوند
سازي و بيان شد و در اين وكتور كلون ساختار خود است،

  .قرار گرفت IMACسپس مورد تخليص با روش 

  
ها با پرايمرهاي وكتور بر روي باكتري PCR-ي كلونينتيجه - 2شكل 

. هاي كلونينمونه 8تا  1كلوني كنترل و : C، . درصد 2بر روي ژل 
نوكلئوتيد كمتر از كنترل  30نظر را حدودا باند مورد  4تا  1هاي نمونه

  )جفت بازي 100ماركر : M(دهندنشان مي

  

  
  . BamH Iآنزيم ) ب(و   Nco I آنزيم )الف(:   BamH Iو   Nco I نوتركيب با استفاده از الگوي هضم آنزيمي تاييد تغيير پلاسميد -3شكل 

مربوط به پلاسميد كنترل  2خطي نشده است و ستون  ،  Nco Iاست كه بدليل فقدان جايگاه برش پلاسميد نوتركيب مربوط به  1شكل الف ستون 
باشد كه در هر دو بدليل حضور پلاسميد كنترل مي 2مربوط به پلاسميد جديد و ستون  1است كه بصورت خطي ديده ميشود و در شكل ب نيز ستون 

 .شودبصورت خطي ديده مي   BamH Iبرش   ايگاهج

پپتيد تخليص شده مورد هضم آنزيمي با انتروكيناز قرار 
تيوردوكسين از   IOD-NaTxبراي جداسازي پپتيد . گرفت

حاصل از هضم، تخليص مجدد با ستون كروماتوگرافي 
IMAC  خالص بر  نوتركيبانجام شد كه در نتيجه پپتيد

  ).5شكل (مشخص شد  SDS-PAGEروي ژل 

  بحث
هاي سيستم بياني پروكاريوتي براي توليد زياد پروتئين

نوتركيب اولين انتخاب است اما بدليل عدم تغييرات پس از 

در بيان هاي بالا اجسام انكلوژن ترجمه و نيز تشكيل 
 فولدير وكه دوباره تاخوردن  يياز آنجا. ساز استمشكل
 يكار دشواردر اجسام انكلوژن نامحلول  يهانيپروتئ

 تياهماز محلول  بينوترك نيپروتئ ديتول نياست، بنابرا
 يبرا. برخوردار هست يوتكنولوژيدر ب ياديز اريبس

و  وژنيف پپتيدهاي، يور بهره يهاچالش نيبرطرف كردن ا
در  ريو تأث انيبازده ب شيافزا يبراهاي مختلف برچسب

ساختار پروتئين نوتركيب در وكتورهاي بياني و  تيحلال
  .)24( شده است دهيگنجان
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وكتور طراحي شده كاست بياني توالي مربوط به . و توالي مربوط به كاست بياني آن در مربع (+)pET32bشكل شماتيك وكتور  -4شكل 

pET32b(+)Rh باشد توالي همانطور كه در شكل مشخص مي. در مربع پايين آمده استHis.tag  دو جايگاه برش اول وNco I    وEcoR V   
  .حذف گرديده است

- يم برچسبهاي محلول سازي تيوردوكسين نياز بهتر يكي
بصورت  نيپروتئ ديكاهش تول يبرا اين برچسب. باشد

 تشكيل سولفيدي وگيري باندهاي ديشكلنامحلول و 
اكثر  .)14و16( شودصحيح استفاده ميسوم  ساختار

بصورت فيوژن با پپتيد  تيوردوكسينوكتورهاي حاوي 
اي براي جدا سازي نوتركيب، يك تخليص دومرحله

مرحله اول معمولا تخليص .  نياز دارند تيوردوكسين
با برچسب هيستيديني و يا  پروتئين نوتركيب فيوژن

يا كروماتوگرافي  IMACهاي ديگر با روشهاي برچسب

پس از اين تخليص، پپتيدهاي فيوژن توسط است و  تمايلي
از در مرحله دوم تخليص . )12(شود پروتئازها بريده مي

تر بر اساس اندازه و يا خواص هاي تخليص پيچيدهروش
بر خواهد شود كه معمولا هزينهديگر پروتئين استفاده مي

در وكتورهاي  تيوردوكسينترين وكتور حاوي معروف. بود
باشد كه از همين روش تخليص استفاده مي pET-32بياني 
كند و بيان بهتري براي پروتئين نوتركيب موجب مي
  ).1(شود مي
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پس از جداسازي  1و ستون  با تيوردوكسين IOD-NaTxمربوط به پروتئين فيوژن  2ستون  .IOD-NaTxتصوير تخليص پروتئين   -5 شكل

  .ماركر پروتئيني Mبا ستون نيكل مي باشد،  IOD-NaTxانتروكيناز و تخليص مجدد پروتئين 

از محلول حاوي پروتئين  تيوردوكسينجداسازي پپتيد 
 در استفاده از اين وكتور نوتركيب مرحله نهايي تخليص

با تيوردوكسين جدا مي شود و يا  S-tagيا با است كه 
 FPLCيا  HPLCمانند خاص هاي كروماتوگرافي روش

مشكلات استفاده از اين . شودمي پروتئين نوتركيب تخليص
قيمت بودن دستگاه، هزينه گرانبيشتر مربوط به ها روش

-ها ميآنو شرايط خاص لازم براي تخليص بالاي مواد 

ماهيت نمونه و تلاش براي حفظ عملكرد در نهايت  .باشد
در  بعنوان مثال. شودبه چالش منجر مي ،هانآفعال 

ين ئاز آنجايي كه ساختار سوم پروت FPLCكروماتوگرافي 
 ،تخليص باشد، در طولبراي عملكردش بسيار مهم مي

ها حلاليا  شديد pH، فشار بالا ،نبايد تحت دماين ئپروت
دستگاه  يمربوط به اجزا FPLC گريد چالش. قرار بگيرد

فاز  ينمك يبافر يهاكه در تماس با محلول باشديم
عموما از فولاد  يكروماتوگراف يهاهدستگا. باشديمتحرك م

 تواندينمك موجود در بافرها م. شونديساخته م زنگ ضد
 يفلز يهانوي گر،يد يفلز شود و از سو يمنجر به خوردگ

را  ينئپروتساختار  تواننديزنگ م موجود در فولاد ضد
براي جداسازي پپتيدهاي  FPLCهمچنين از  . مختل سازند

 HPLCكوچك نمي توان استفاده كرد و بايد از تكنيك 

بدين منظور استفاده كرد كه نياز به دسترسي به دستگاه 
هاي مختلف براي پپتيدها با اندازه هاي مختلف را لازم مي 

تخليص تبادل يوني، تعامل  هايساير روش. )21( كند
هاي آبگريزي و كروماتوگرافي مبتني بر اندازه بعنوان گام

ص نمونه در صورت لزوم كمكي براي تقويت بيشتر خلو
 .)20(شوندمي هاي بيشترهزينهمنجر به كه  شونداستفاده مي

يل مختلف براي افزايش تغيير در وكتورهاي بياني بدلا 
و  Liu. )22( راندمان توليد پپتيد نوتركيب انجام شده است

را براي اهداف  pET32αهمكاران ساخت وكتورهاي 
در مطالعه . )17( مختلف بياني مورد بررسي قرار دادند

ديگر براي توليد مداوم و زياد پروتئين نوتركيب وكتورهاي 
در  .)18( توسعه يافت pIGDM1بياني بر اساس پلاسميد 

بهينه كردن پروسه تخليص با تغيير وكتور نيز مطالعه اين 
 پليليل وجود دو توالي بد .مورد توجه قرار گرفت

، بعد از بيان به هر دو انتهاي pET-32هيستيدين در 
پلي دو توالي  و تيوردوكسين كربوكسيل ژن مطلوب

د كه بعد از بيان در تخليص شواضافه  تواندمي هيستيدين
كروماتوگرافي تمايلي، ايجاد اختلال  پروتئين بروشنهايي 

پس از برش پروتئين نوتركيب از تيوردوكسين در  .نمايدمي
هر دو انتهاي كربوكسيل پروتئين نوتركيب و تيوردوكسين 
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جداشده، تگ هيستيديني وجود خواهد داشت و امكان 
استفاده از ستون نيكل براي جدا كردن پروتئين نوتركيب 

پلاسميد تغيير يافته در اين پژوهش، بنابراين  .وجود ندارد
pET32b(+)Rh سازي ساخته بمنظور تسهيل فرايند خالص

كربوكسيل هيستيدين انتهاي پلي توالي  در اين وكتور. شد
و در نتيجه پروتئين با يك توالي  شده، حذف تيوردوكسين

كه  شودميهيستيدين منفرد در انتهاي كربوكسيل، بيان پلي 
و با توجه به مطالعات  باشدمي سادهيند تخليص آن آفر

زياد انجام گرفته اين توالي معمولا تداخلي در عملكرد 
حضور يك توالي . )6( پروتئين ايجاد نخواهد كرد

سازي امكان خالص pET32b(+)Rhهيستيدين در وكتور 
با اي پروسه دو مرحله كيدر محصول را  كم هزينه تر
ه ب د و نيازكرفراهم  كلين يليهاي تماستوناستفاده از 

در اينجا براي  .ديگر را از بين برد هاي كروماتوگرافيروش
سه با   IOD-NaTxبررسي عملكرد وكتور از پپتيد سمي 

سولفيدي در ساختار استفاده شد كه در بيان بالا پيوند دي
اجسام لدينگ نادرست داشته و تشكيل ودر باكتري ف

در وكتور   IOD-NaTxبيان . دهدميانكلوژن 
pET32b(+)Rh در با آن،  تيوردوكسين ليل تركيب فيوژنبد

 ديده شد، همچنين اتصال تيوردوكسين به آنفاز محلول 
پس از . شدبر ميزبان   IOD-NaTxاز اثر سمي  مانع

 ،در مرحله اول تخليص با توالي هيستيديني در ستون نيكل
از آن،  تيوردوكسينهضم با انتروكيناز و جداسازي ناحيه 

تخليص مجدد با ستون نيكل براي انجام شد و سپس 
  . صورت گرفت تيوردوكسينجداسازي پپتيد از 

تغيير ديگري كه در وكتور جديد اعمال شد حذف دو  
از سايت كلون   EcoR Vو   Nco Iجايگاه برش آنزيم هاي 

بعنوان اولين   BamH Iسازي بود كه بدين صورت آنزيم 
ا توجه به ب. آنزيم محل كلون سازي قرار مي گرفت

سازي هاي كلوندر پروسه  BamH Iپركاربرد بودن آنزيم 
 و تر بودنبدلايل مختلف نظير دردسترس بودن، ارزان

، نحوه دهندهبرشهاي سادگي كار در مقايسه با ديگر آنزيم
كه اين آنزيم بعنوان اولين  انجام شدبصورتي تغيير وكتور 

 قرار گرفته و اسيدآنزيم در ناحيه آميني پپتيد نوتركيب 

در اين ناحيه اصلي  pET-32هاي اضافي موجود در آمينه
و  Nco Iهاي با حذف دو جايگاه برش آنزيم. گيردقرار نمي
EcoR V  از وكتور، بعد از استفاده از آنزيم انتروكيناز، در

گيرد قرار مي اضافه تنها دو اسيدآمينه ابتداي ژن مطلوب،
و را كم كرده تغيير در ساختار پروتئيني آن احتمال كه 

 .انتهاي آميني ساده ايجاد خواهد كرد

  گيرينتيجه

براي  ينگدر اين تحقيق از روش ساده و سريع كلون 
با استفاده  pET32b(+)Rhدسترسي به يك پلاسميد جديد 

وكتور كه  اين .موجود، استفاده شداز پلاسميدهاي تجاري 
 شيافزاباشد باعث  مي تيوردوكسين پپتيد فيوژنداراي 

 استفادههمچنين . شودمي بينوترك نيپروتئ تيحلال زانيم
- ياز لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه م pET32b(+)Rhاز 

در مرحله  هاي تخليص پرهزينهنياز بروشچرا كه  باشد
تواند در وكتور جديد مي. بردبين مي دوم تخليص را از

هاي نوتركيب كه داراي باندهاي تر پروتئينتوليد كم هزينه
هاي يوكاريوتي سولفيدي هستند نظير اكثر پروتئيندي

با استفاده از ستون شود و پروسه تخليص نهايي را استفاده 
  . تر كندسادهنيكل 

  قدرداني و تشكر

دانشگاه شهركرد بدليل بدين وسيله نويسندگان مقاله از  
حمايت مالي و معنوي براي انجام اين پژوهش تشكر 
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Design and construction of pET32b(+) Rh expression vector based 
on pET system to facilitate purification 
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Abstarct 
Purification of proteins is an essential step to determining their function and structure. 
Proteins are often combined with a tag to facilitate purification prosses. The aim of this 
study was to design and construct pET32b(+)Rh vector based on pET-32b(+) expression 
vector to simplifiy purification of recombinant proteins only by Nicle column. The 
primer design was performed taking into account the targeted changes. Using PCR 
reaction, the desired fragment was amplified and cloned in pET-32b(+) vector. The 
recombinant vector was transformed into Escherichia coli. After screening by colony-
PCR and restriction enzyme analysis, sequencing was performed. Vector function study, 
was performed by investigating the expression and purification of a toxic peptide IOD-
NaTx with disulfide bonds in pET32b(+)Rh vector. In new pET32b(+)Rh vector, the 
histidine tag site at the C- terminal of thioredoxin was removed and the N-terminal of 
the recombinant peptide would not change much if BamH I is used for cloning . To 
evaluate the function of the vector, the soluble expression of a toxic peptide was 
successfully determined and two-step purification using IMAC method resulted into the 
pure recombinant peptide. In this study, the simple and fast method of cloning was used 
to construct a modified expression vector using a commercial plasmid. The new 
pET32b(+)Rh vector can be used to express complex peptides with disulfide bonds 
fused with thioredoxin. The recombinant protein could be purified simply without need 
to costly methods such as HPLC and FPLC or other chromatography columns. 

Keywords: pET-32, pET32b(+) Rh, recombinant protein purification, Thioredoxin, 
histidine tag        


