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 شيب اورهبا استفاده از  MO-CBP2اي  توده سازي همزمان جسم سازي و محلول خالص

 2مرضيه قلاسي و 1، فاطمه فتوحي2، سيد عبدالحميد انگجي*1، سعيد امين زاده2و1فاطمه ولايتي پور

 مهندسي زيست فرايندي صنعت و محيط زيست، گروه  ايران، تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده 1

  ي علوم زيستي، گروه زيست شناسي سلولي مولكولي ، دانشگاه خوارزمي، دانشكدهتهرانايران،  2

  24/10/1399 :تاريخ پذيرش  26/05/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

هترولوگ  اي در بيان تشكيل اجسام توده. ها نقشي كليدي در بيوتكنولوژي و صنعت دارد امروزه بيان هترولوگ پروتئين
يكي از  ؛است E. coliها  ترين آن كه معروف هاي پروكاريوت يزبانهاي يوكاريوتي در م ها، به خصوص بيان پروتئين پروتئين

سولفيدي، بار و يا  هاي دي ، پيونددليل بيان بالااي اغلب ب تشكيل جسم توده. باشد ميها براي محققان  ترين چالش دردسرپر
 سرشته مجددا اند اما بسياري نيز بايد محلول و ها داراي فعاليت اي برخي پروتئين اجسام توده .ن استپروتئي اصكانفورماسيون خ
برند  اي و زمان هاي چند مرحله وشرنه تنها پروتئين اغلب  سرشته كردن مجددهاي  روش .دست آورندخود را ب شوند تا فعاليت

به صورت مورينگا اوليفرا گياه گرمسيري از  MO-CBP2پروتئين  براي اولين بار در اين مطالعه، .ي كمي نيز دارند كه بازدهبل
 اي و جلوگيري از تشكيل جسم توده هاي مختلفي براي روش. اي داد تشكيل جسم توده E. coli در باكترياما هترولوگ بيان شد 

گرافي تمايلي ستون نيكل سفارز استفاده از كروماتوها  آنكارآمد ترين يكي از  كه كار گرفته شد بهاين پروتئين  سرشته كردن يا
همزمان اين پروتئين در مجدد  سرشته شدنسازي و  خالصموجب زياد، ي  بازده با بود كهمولار  0-8همراه شيب غلظت اوره ب

عنوان روشي ب تواند مي كرد محلولرا تا حدود زيادي خالص و پروتئين مورد نظر توان  در آن ميكه اين روش . مراحل كمتر شد
 ]3[ ]1[ ]2[. شود پيشنهاد  مناسب و كارآمد

از  2نپروتئين متصل شونده به كيتي، سديم دو دسيل سولفات -پلي آكريل آميد گراديانتژل الكتروفورز : كليدي واژه هاي
  پروتئين سرشته كردناي،  ، جسم تودهمورينگا اوليفرا

  aminzade@nigeb.ac.ir :پست الكترونيكي ،021-44787412 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ها،  يوكاريوتها و  اي نه تنها در پروكاريوت اجسام توده

بيان بيش از حد همولوگ و هترولوگ نيز ايجاد  بلكه در
مطالعات براي ها به اين شكل،  تجمع پروتئين. شوند مي

واند ت يمو در مقياس بزرگتر  ساز است چالشآزمايشگاهي 
 يوتكنولوژيب عيدر صنا يا عمده يو فن يمشكلات اقتصاد

باكتريايي، محيط احيايي سيتوزول . كند جاديا يو داروساز
هاي يوكاريوتي و تغييرات پس از ترجمه، از  فقدان چپرون

. ها هستند در پروكاريوت اي عوامل ايجاد اجسام توده
اي  ي مرسوم براي تخليص پروتئين از اجسام تودهاستراتژ

جداسازي اجسام : باشد ي كليدي مي شامل چهار مرحله

، و )refolding( مجدد كردن سرشتهسازي،  اي، محلول توده
هاي  ه از طريق روششد سرشتهخالص سازي پروتئين 

 سرشته كردن مجددهاي  روش ي ميزان بازده. كروماتوگرافي
 اي شكل گرفته بستگي دارد به نوع پروتئين و جسم توده

  .]9[و  ]18[

 2/1يك ديپلوئيد حقيقي با سايز ژنومي  مورينگا اوليفرا
ينگا مور .]13[ دباش مي 2n = 28و  ]15[م پيكوگر
 گيري از آن در و بهرهترين گياه كشف شده است  مغذي

و مناطقي كه از سوء تغذيه رنج حال توسعه  نواحي در
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 2017و همكارانش  در سال  نتو .]5[ برند مناسب است مي
فرا يهاي مورينگا اول را از دانه MO-CBP2پروتئين 

رچي آن را مورد بررسي جداسازي كرده و خواص ضد قا
 MO-CBP2كند كه  پيشنهاد مي ها بررسي نتايج. قرار دادند

هاي اوليگومري  در فرمداشته و  كيلودالتون 12 حدودوزني 
يك  MO-CBP2علاوه بر آن  . متفاوتي وجود دارد

باشد  قند مي% 1/4و داراي 9/10برابر با  pIگليكوپروتئين با 
درتوالي اين . به صورن كووالانت به آن متصل استكه 

كه احتمالا با هم پيوند  رددا چهار سيستئين وجودپروتئين 
ترين آمينو اسيد  گلوتامين فراوان. دهند فيدي ميسول دي

 MO-CBP2واند به تشكيل فرم دايمر ت كه مي%) 31(است
 ترمينال حلقوي- Nوتامين موجود در گل. مربوط باشد

)cyclization(  شده و پيروگلوتامات تشكيل مي دهد كه
   .]10[و  ]14[ موجب بلاك شدن زنجيره مي شود

ر مطالعه و به منظو MO-CBP2بيان هترولوگ پروتئين 
 E. coliاي در  بررسي بيشتر آن، منجر به تشكيل جسم توده

باكتري بخشي از پاسخ  اي در تشكيل جسم توده .شد

در سلول است  واسرشتهبه حضور پروتئين  عمومي سلول
نشان . باشد ميها  ه عنوان راهي براي كنترل تجمع آنو ب

به وضعيت  E. coliداده شده است كه سرعت رشد 
با هاي  يون پروتئين ها حساس است و پپتيدكانفورماس

لول براي آن هاي مح و تودهنادرست  ساختار سه بعدي
اي مي توانند يك منبع تقريبا  اجسام توده. هستندسمي 

در مطالعات . ]16[خالص از پروتئين نوتركيب باشند
هاي مختلفي ازقبيل بررسي دما، شيك،  روشبسياري، 

منظور دستيابي به بيان ب... ، محيط كشت وIPTGغلظت 
 . ]1[و  ]2[ بررسي شدندبهينه و محلول پروتئين 

ي خصوصيات زيستي و بيوشيميايي يك  ي مطالعه لازمه
پروتئين، دسترسي به ساختار سرشته شده و خالص آن 

دستيابي به پروتئين  در اين مطالعه به منظور. باشد مي
هاي  ، روشمحلول و خالص شده MO-CBP2هترولوگ 

متغيرهاي   كه شامل بررسي به كار گرفته شدند متفاوتي
اي  توده سازي جسم همچنين محلول شرايط بيان پروتئين و

 ).1شكل(آن بودند 

  
  .سازي آن هاي محلول اي و روش هاي انجام شده در اين مطالعه به منظور جلوگيري از تشكيل جسم توده بررسي روش -1شكل

 هامواد و روش

، Trisbase ،Tris-HCl: هاي مورد استفاده مواد و دستگاه
Imidazole ،NaCl ،NaH2PO4تريپتون ، ،Triton X-100 ،

Tris، EDTAاوره ، ، Na2HPO4  ،KH2PO4 ،  ،برموفنل بلو
كه همگي از گلوكز، لاكتوز مركاپتواتانول، گليسرول، بتا

، )IBRESCO(ي مخمر  عصاره .استفاده شدندبرند مرك 
IPTG )ساير موارد از ، )سيگما(كانامايسين  ،)سيگما
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 Ultrasound Hielscherدستگاه  .شركت سيگما تهيه شدند

UP400s دستگاه ،Bio-RAD ECONO GRADIENT 

PUMP،  دستگاه ميكروپليت ريدر)Labsystem 

multiskan MS.(  تانك الكتروفورز عمودي) مدلVSS 

 STS-Aمدل ( ، هود ميكروبي)يا پژوهش پارسپا 1100

II102 مدل ( ، مولد جريان الكتريكي )سرو تجهيز سكو
ESP600Z TECHNE( انكوباتور شيكر دار ،) 3031مدل 

GFL(  

شماره كاتالوگ ( E. coli BL21 :هاي ميكروبي سويه
 69450 (Novagen ،ShuffleE. coli  ) شماره كاتالوگ

3029c NEB(  

  )Biomatikشركت ( (+)pET-26 b :حامل

ي گياه  از دانه MO-CBP2پروتئين : بيان و خالص سازي
  يهسو E. coliبراي اولين بار در مورينگا اوليفرا 

Bl21(DE3)بيان پروتئين با القا . صورت هترولوگ بيان شدب
mM IPTG 1  درml 50  محيط كشتLB  حاويml/μg 

ي  درجه 37ساعت در  8، انكوباسيون كانامايسين 50
گيري، باقي محيط  پس از نمونه .گراد صورت گرفت سانتي

 20ريخته شد و  ml 50كشت حاوي باكتري در فالكون 
مايع رويي از رسوب جدا . سانتريفيوژ شد g7500دقيقه در 

،  mM 50 NaH2PO4( بافر اتصال ml 3رسوب در . شد

mM 500 NaCl ،mM 10 Imidazol(  سونيكيت  حل و
سازي سوپ ها و جدا پس از سونيكيشن سلول .شد

نيكيت از رسوب، از هر مرحله يك نمونه روي ژل سو
ه و سپس شد بارگيري  SDS-PAGE% 24-4گراديانت 

طابق ي ساخت ژل م نحوه .جريان الكتريكي برقرار شد
   .]3[ شده صورت گرفتآنچه توسط مصطفايي ذكر 

مواد مورد  :)Autoinduction( محيط كشت خود القاگر
، تريپتون، )pH=  2/7(اده در اين محيط بافر فسفات استف

% 8و لاكتوز % 10، گليسرول، گلوكز NaClي مخمر،  عصاره
  . ]12[ است

هاي ليز كننده سلول بر ميزان حلاليت  بررسي اثر بافر
ها در بافر ليز سلولي  وجود دترجنت :اي اجسام توده

شود بنابراين براي  ها مي نموجب افزايش حلاليت پروتئي
 Triton X-100حاوي  كه هايي استفاده شد سونيكيت از بافر

بتامركاپتواتانول نيز احيا كننده است و . باشند SDSو 
سولفيدي را كاهش داده و پروتئين را  هاي دي تشكيل پيوند
دليل اند اما ب نيز احيا كننده DTT ،DTE. كنند دناتوره مي

مانند نيكل موجود در ستون (ها به فلز  نتمايل اتصال زياد آ
ها در بافر ليز استفاده شود براي عبور از  اگر از آن) تخليص

ستون بايد تعويض بافر صورت گرفته و اين مواد حذف 
هاي تخليص افزايش  افزودن گليسرول به بافر. شوند

و  ]6[ شود پايداري و جلوگيري از تجمع پروتئين ها مي
ذكر  1جدولشده در  هاي ليز استفاده تعدادي از بافر. ]21[

   :شدند

  
  

  اي توده پذيري جسم منظور افزايش انحلالبهاي ليز سلولي استفاده شده  فربا -1جدول
  منبع محتويات  بافر ليز سلولي

   μl25 Tween20و  A  mM50NaH2PO4،mM300NaCl،mM10 Imidazolبافر 
)8  =pH(  

]8[  

-Triton X  % 5/0بتامركاپتواتانول و % B  mM50NaH2PO4،mM500NaCl،mM20Imidazol،05/0بافر 

  )pH=  8(گليسرول % 10و  100
]11[  

% 10و mM8/1 KH2PO4 ،mM 10 ImidazolوC  mM 140 NaCl،mM7/2KCl،mM10Na2HPO4بافر 
  )pH=  3/7(گليسرول 

]11[  
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 )روش الف: پروتئين سرشته كردن مجددهاي  روش
   mM 50 Tris HClاوي ـوي حـر شستشـاده از بافـاستف

)5/7  =pH ( به همراهmM 200 NaCl  و بافر استخراج
در . بود M8و اوره ) mM 50 Tris HCl )5/7  =pHحاوي 

اين روش رسوب حاصل از سونيكيت در بافر شستشوي 
پس از . شود حل مي M 1و اوره  Triton X-100 %1حاوي 

دوبار سانتريفيوژ و حذف مايع رويي، رسوب در بافر 
سپس . شود شستشو حل شده و مجدد سانتريفيوژ مي

رسوب در بافر استخراج حل شده و يك ساعت در دماي 
برابر حجم خود بافر  10حال به محلول . ماند اتاق مي

ساعت  16استخراج افزوده و با استفاده از بافر شستشو 
  . ]19[ گيرد ياليز صورت ميد

اي، رسوب  براي خالص سازي جسم توده )روش ب
، Tris-HCl mM 50 ،NaCl mM 150سونيكيت را در 

Triton X-100 1 % 8در  =pH اين . طور كامل حل شدب
 g7500دقيقه در  10محلول مجدد سونيكيت شده و 

اين فرايند يك بار ديگر تكرار شد سپس . سانتريفيوژ شد
رسوب شستشو داده . رسوب با آب مقطر شستشو داده شد

حاوي اوره  Tris HClدر بافر  ،الف شده مشابه با روش
M8 گيرد  مي حل شده و پس از يك ساعت، دياليز صورت
]19[.  

همزمان  به صورت سازي محلولروش خالص سازي و 
هاي بازيابي و  يكي از روش :اوره شيببا استفاده از 

محلول سازي پروتئين كه تا حدود زيادي پروتئين را 
كند روشي است كه توسط شي  و خالص مي سرشتهمجددا 

در اين روش جسم  .]17[ و همكارانش گزارش شده است
متصل ) نيكل سفارز(تخليص پروتئين  رزيناي به  توده

شده و همزمان با خالص سازي پروتئين با ايجاد شيب 
نيكل  رزين. گيرد نيز صورت مي سرشته سازي مجدداوره، 

شستشو داده اوره  M 8ابتدا با بافر اتصال حاوي سفارز 
اي خالص شده در بافر  جسم توده. شده و متعادل شد

اوره حل و مستقيم و به آرامي روي  M 8اتصال حاوي 
برابر حجم ستون بافر اتصال  5ستون با . ستون ريخته شد

برابر حجم ستون بافر  5اوره و پس از آن با  M 8حاوي 
افزايش غلظت . اوره شستشو داده شد M 8شستشو حاوي 

لات غير دازول در بافر شستشو موجب حذف اتصاايمي
 80با  در اين مرحله .  شود نيكل مي رزيناختصاصي به 

 مولار 0تا  8شيب اوره از برابر حجم ستون بافر اتصال، 
از روي ستون ) GRADIENT PUMPايجاد شده توسط (

 MO-CBP2با برقراري شيب اوره، پروتئين  .عبور داده شد
در نهايت ستون با . شود سرشته ميمجددا متصل به ستون 

كننده  واسرشتهبرابر حجم ستون بافر اتصال فاقد  3
برابر حجم ستون بافر خارج  3شستشو داده شد سپس با 

شده از ستون خارج  سرشته MO-CBP2كننده، پروتئين 
 mM Tris HCl 20براي حذف ايميدازول با استفاده از . شد

 . دياليز صورت گرفت NaCl mM 50حاوي 

  .محلول و خالص سازي همزمان پروتئيندر روش  بافر هاي تخليص پروتئين -2جدول
  بافر ها
 مواد

  )pH=  8/7( بافر خارج كننده  )pH= 8/7(بافر شستشو )pH=8/7(بافر اتصال

Tris base mM 20  mM 20  mM 20  
NaCl M5/0 M5/0 M 5/0  

Imidazole  mM5 mM20  M 3/0  
  

  و بحث نتايج
  هاي شرايط بيان براي جلوگيري رـبيان پروتئين و اثر متغي

در  MO-CBP2 پروتئينبيان : از تشكيل جسم توده اي
BL21  ي سانتي گراد در  درجه 37ساعت،  8پس ازml50 

سوپ و رسوب حاصل از . بررسي شد  LBمحيط كشت 
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 SDS-PAGEها بر روي ژل گراديانت  سونيكيت سلول
شود  چنانچه در ژل مشاهده مي ).2شكل(مشاهده شدند 

پروتئين نوتركيب در رسوب سونيكيت قرار دارد و مقدار 
 -16(بيان پروتئين در دماي پايين . كمي از آن محلول است

ساعت موجب  16به مدت ) درجه ي سانتي گراد 25
ري پروتئين ها شده و در نتيجه پايدا افزايش بيان چپرون

كاهش دما از سوي ديگر . ]7[دهد هترولوگ را افزايش مي
 37اعت، س 8موجب كاهش بيان پروتئين نسبت به شرايط 

همچنين در مواردي گزارش . شود ي سانتي گراد مي درجه
موجب ) 1حدود (بالا  ODدر  IPTGشده است القا 

% 1(ن گلوكز افزود. ]20[ گردد افزايش پروتئين محلول مي
 از بيان پروتئين هترولوگ به صورت نشت) حجم نهايي
بنابراين استفاده از . كند جلوگيري مي IPTGقبل از القا 

هاي خود القاگر كه حاوي گلوكز و لاكتوز است نيز  محيط
در اين شرايط باكتري ابتدا گلوكز . مورد بررسي قرار گرفت

از لاكتوز كه محيط را استفاده كرده و پس از اتمام آن، 
همچنان . ]12[ كند بيان هترولوگ است، تغذيه مي القاگر

اي در رسوب سونيكيت باقي  صورت جسم تودهپروتئين ب
ي  ي باكتريايي تغيير داده شد و سويه سويه. )2شكل( ماند 

Shuffle در . ترانسفورم شدShuffle ود نيز اين مشكل وج
بنابراين . )3و2شكل (شد اي تشكيل  اشت و جسم تودهد

و عدم حلاليت پروتئين در  Shuffleبه دليل بيان كمتر در 
  . انتخاب بهتري بود BL21ي  آن، بيان در سويه

هاي  هاي ليز سلولي و روش بررسي بازده و كارايي بافر
شود تغيير در مواد  همانطور كه مشاهده مي: رناتوراسيون

كننده اثر چنداني بر محلول  هاي ليز مورد استفاده در بافر
چندين روش براي سرشته ). 2شكل(شدن پروتئين ندارند 

اي بكار گرفته شد از جمله  كردن مجدد جسم توده
هاي الف و ب، كه اغلب بازده كمي داشتند، تنها  روش

مجددا سرشته شده و مقدار زيادي درصد اندكي از پروتئين 
با استفاده از روش . رفت از پروتئين از دست مي

 MO-CBP2سازي همزمان پروتئين،  سازي و محلول خالص
 ).4شكل(مجددا سرشته و به ميزان زيادي خالص شد 

  

  

  

)        kDa(ماركر     1            2    3        4    5         6      7      8      9         10           11        12       13        14 15 16  

  
و  5/0( Shuffleدر  ساعت پس از القا 8) 3وIPTG .(2پيش از القا ( زمان صفر) mM 1 IPTG. 1با القا  BL21در  MO-CBP2بيان  -2شكل
mM 1 IPTG( .4 و سوپ سونيكيت در  رسوب) 5وShuffle. 67و (در  ساعت بعد از القا 8BL21 )5/0  وmM 1 IPTG(. 8 (بيان در محيط 

رسوب حاصل از سونيكيت ) 13 و12و 11. )قبل و بعد از خالص سازي(محلول سازي پروتئين با روش الف ) 10و9 .ساعت پس از القا 8 خود القاگر
 همانطور كه در ژل مشاهده مي شود،  .Cو  Bو  Aسوپ حاصل از سونيكيت با استفاده از بافر هاي ) 16و15و C . 14و  Bو  Aهاي  با استفاده از بافر

محلول در سوپ نيست به جز روش الف كه تا حدود زيادي  ماند و اي در رسوب سونيكيت باقي مي روتئين به صورت جسم تودهپي روش ها  در همه
 .محلول شد
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سوپ ) 4 .ساعت 8بيان پس از  )3. زمان صفر) 2). حاوي وكتور بدون ژن مورد نظر BL21( كنترل منفي ) BL21. .1در  MO-CBP2بيان -3شكل

  .با استفاده از روش بمحلول شده پروتئين ) 5. ساعت پس از القا 8 سونيكيت

   
مايع ) 4و 3. رسوب سونيكيت) IPTG .(2پيش از القا (زمان صفر ) BL21 .1در  MO-CBP2بيان . SDS-PAGE %24-4ژل گراديانت  -4شكل

پروتئين ) 10. نيكل سفارز رزينهمزمان پروتئين روي  سازي محلولسازي و  مراحل خالص) 9و  8و  7و  6و 5. رويي خالص سازي جسم توده اي
شود پروتئين با روش خالص سازي همراه با شيب غلظت اوره تا حدود زيادي  همانطور كه مشاهده مي. خارج شده از ستون و محلولِ مجددا سرشته

  .خالص و محلول شده است

. هاي زيادي انجام شد منظور برطرف كردن مشكل بررسيب
دماي  كاهش و يا IPTGاستفاده از لاكتوز به جاي 

ي سانتي گراد موجب كاهش  درجه 25-  16انكوباسيون به 
بيان پروتئين شده و تغييري در حلاليت پروتئين ايجاد 

محيط داخلي  نيز كه Shuffleي بياني  همچنين سويه. نكرد
ي شده سولفيدي مهندس هاي دي آن براي تشكيل پيوند

. است، ترانسفورم شد و براي بيان مورد بررسي قرار گرفت
مقدار بيان كمتري داشت و  BL21اين سويه نسبت به 

بنابراين . ماند ي پروتئين در رسوب باقي مي عمده همچنان

كردن مجدد آن  سرشتهو  BL21استخراج پروتئين از 
و  MO-CBP2بار پروتئين  احتمالا .انتخاب بهتري بود

از عوامل تشكيل آن سولفيدي  همچنين تعداد پيوند دي
اي مزايايي نيز  تشكيل جسم توده. اي هستند جسم توده

هاي  مانع پروتئوليز پروتئين نوتركيب توسط پروتئاز ؛دارد
هايي كه  شود همچنين ممكن است بيان پروتئين  سلولي مي

اوره و . ]17[ داي ميزبان سمي هستند را تسهيل كنبر
ي   كننده واسرشتهگوانيديوم هيدروكلرايد از عوامل 

 M 8قرارگيري پروتئين در معرض اوره . ها هستند پروتئين

  )kDa(ماركر  1       2              3          4               5            

11 

25 

15 

  )kDa(ماركر          1    2      3   4   5    6    7             8              9                      10    

٧/١٢  kDa 

٧/١٢  kDa 
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هم ريختن ساختار موجب دناتوره شدن پروتئين و ب
تروپيك است از ئواوره يك عامل كا. شود بعدي آن مي سه

هاي غيركووالانت مانند  طريق تداخل در برهمكنش
هاي هيدروژني، واندروالسي و هيدروفوبي، ساختار  پيوند

. دهد سوم پروتئين را به هم زده و آنتروپي را افزايش مي
) مانند پيوند پپتيدي(هاي قطبي پروتئين  اوره با بخش

برهمكنش داده و در نتيجه موجب تضعيف ساير 
وقتي پروتئين به . گردد هاي بين مولكولي مي كنشبرهم

هاي آب و اوره به مراكز  شود، مولكول تدريج واسرشته مي
هيدروفوب پروتئين دسترسي بيشتري پيدا كرده و سرعت 

تواند با  همچنين اوره مي. يابد سازي افزايش مي واسرشته

تغيير ساختار و هيدروديناميك حلالي كه پروتئين در آن 
به طور  اثر آبگريز را كاهش داده و است،حل شده 

هاي بين مولكولي  ثباتي برهمكنش غيرمستقيم منجر به بي
سازي كامل  غلظت بالاي اوره منجر به واسرشته .]4[ گردد

، پروتئين فرصت آنبا حذف تدريجي  وشده پروتئين 
يابد تا به آرامي ساختار فضايي خود را باز يابد و فرم  مي

اين روش در سال  .سه بعدي صحيح را به خود بگيرد
ها  توسط شي و همكارانش استفاده شده و آن 1997

 E.coliنوكلئوتيديل ترانسفراز را در  tRNAتوانستند آنزيم 
اي شدن  به صورت هترولوگ بيان كنند و مشكل جسم توده

  . ]17[ آن را با اين روش برطرف سازند
 .تئينهاي استفاده شده در اين مطالعه به منظور سرشته كردن مجدد پرو ي روش مقايسه -3جدول

  منبع روش  معايب مزايا ايسازي جسم تودههاي محلول روش رديف
هاي ليز سلولي افزايش استفاده از بافر 1

  دهنده حلاليت پروتئين
عدم تاثير در حلاليت جسم  مناسب براي ليز سلول

  اي  توده
با  ]11[و  ]8[

  اندكي تغييرات
 -اوره M1بافر شستشو حاوي ) روش الف 2

  دياليز -اوره  M8بافر استخراج حاوي
بازدهي كم در مقدار پروتئين   اورهمصرف محدود 

  محلول و خالص شده 
با اندكي  ]19[

  تغييرات
رسوب سونيكيت در بافر) روش ب 3

 -شود شستشو دوبار مجددا سونيكيت مي
  دياليز -اوره  M8بافر استخراج حاوي

مصرف محدود اوره، نسبت به روش
تري حاصل  الف، پروتئين خالص

  .شود مي

بازدهي كم در مقدار پروتئين 
  محلول و خالص شده

با اندكي  ]19[
  تغييرات

سازيسازي و خالص روش محلول 4
  M0-8همزمان با استفاده از شيب اوره 

با انجام دو فرايند به صورت
همزمان، مقدار بيشتري پروتئين با 

 . گردد درصد خلوص زياد حاصل مي

مصرف زياد اوره، نياز به شارژ 
  .رزين پس از هر بار استفاده

]17[  

  

  ي نهاييگير نتيجه

اي و برطرف كردن آن براي دستيابي به  تشكيل جسم توده
صحيح و داراي عملكرد، پروتئيني با ساختار سه بعدي 

فرسا در روند آزمايشگاهي است و نياز به  چالشي طاقت
هايي آزموده شده و با كارآيي بالا عميقا احساس  پروتكل

و اي   هاي مختلفي براي تيمار اجسام توده روش. شود مي
اما هيچ روشي  ؛محلول سازي پروتئين انجام شده است

ي  اين مشكل براي همهي  پاسخگو و برطرف كننده
ها نيست و انتخاب بهترين روش به ساختار و  پروتئين

. توالي پروتئين، ميزبان و شرايط آزمايشگاهي بستگي دارد

هاي مختلف جهت بيان  به همين منظور با بررسي روش
اي سعي در  سازي جسم توده محلول يامحلول و 

 MO_CBP2سازي اين مشكل در مورد پروتئين  برطرف
با بررسي عوامل موثر بر بيان محلول شامل دما و . گرديد

زمان انكوباسيون، نوع و غلظت القاگر، نوع محيط كشت و 
هاي ليز سلولي موثر بر  نوع ميزبان، همچنين استفاده از بافر

هاي  كارگيري روش اي و به پذيري جسم توده انحلال
در  .انتخاب شداي، بهترين روش  توده سازي جسم محلول

اين روش با استفاده از شيب اوره روي رزين نيكل سفارز، 
مجددا سرشته و به ميزان زيادي  MO_CBP2پروتئين 

، ي مصرفي با در نظر گرفتن حجم اوره. خالص گرديد
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سازي  لولسازي و مح استفاده از شيب اوره براي خالص
تواند  همزمان پروتئين موردنظر، بازده مناسبي داشت و مي

  .هاي پيشنهادي قرار بگيرد جزء روش

 كلمات اختصاري

DithiothreitolDTT 
DithioerythritolDTE 
Inclusion Body IB 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosideIPTG 
Luria Broth LB 
Moringa Oleifera_ Chitin Binding Protein 2 MO_CBP2 
sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis SDS PAGE 

  تقدير و تشكر

بدينوسيله از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 
-747طرح حمايت مالي طي  زيست فناوري بدليلفناوري 

I -981101 فراهم آوردن امكانات پژوهش و تحقيق  و

همچنين از آقاي دكتر  .صميمانه سپاسگزاري مي گردد
ي ايشان در  اصغر كارخانه، به جهت استفاده از مشاوره علي

  .گردد اين مطالعه عميقا سپاسگزاري مي
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Abstract 

Nowadays heterologous expression of proteins plays a key role in biotechnology 
Inclusion body formation in heterologous expression of proteins, especially expression 
of eukaryotic proteins in prokaryotic hosts including E. coli, is one of the most 
laborious challenges for researchers. High expression of protein, its specific 
conformation, disulfide bonds and protein charge are account for inclusion body 
formation. It has been reported that some inclusion bodies have biological activity but 
in most cases they should be renatured and soluble. Refolding processes are often not 
only multi-steps and time-consuming but also have low yields. In this study for the first 
time MO-CBP2 from Moringa Oleifera seed, successfully expressed heterologously in 
the E. coli but formation of inclusion bodies was a great challenge. Different methods 
were carried out for refolding the protein, more efficient one was Nickel sepharose 
column affinity chromatography with urea gradient 8-0 M that result in simultaneous 
refolding and purification of the protein in fewer steps. This method yields a 
considerable amount of pure and renatured protein and it is recommended as a 
convenient and efficient method. 

Key words: Gradient SDS-PAGE, Inclusion body, MO-CBP2, Protein Refolding, 
protein Renaturation 


