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 (EGFP) پروتئين فلوئورسنت سبز بهبود يافته با استفاده از رويگيري يون اندازه
  يافته در سطح باكتري نمايش

  *ساقي حكيمي نائيني و رضا حسن ساجدي
 گروه بيوشيمي دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس،تهران،  ايران،

  04/10/1398 :تاريخ پذيرش  11/10/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

 روي. سمي افزايش پيدا كرده است و ، آلودگي محيط زيست به فلزات سنگينو كشاورزي فعاليتهاي صنعتي افزايشامروزه با 
 بسياريمشكلات و اختلالات باعث بروز  و بوده سمي از حد مجاز يشدر غلظتهاي ب ،فوايد بسيار داشتن كه با وجود فلزي است

براي ، ارزان و سريع بنابراين توسعه يك سيستم ساده. شودميو آسيبهاي بافتي  نقصهاي رشدياز جمله مرگ و مير جانوران، 
 =EGFP(پروتئين فلوئورسانس سبز بهبود يافته  بين برهمكنش مطالعه، اين در. استحائز اهميت بسيار  سميفلزات  شناسايي

Enhanced Green Fluorescent Protein(  بيان شده بر روي سطح باكتريE. coli سويه BL21(DE3)  و پروتئينEGFP 
 Fluorescence( فلوئورسانس سنجي طيف روش از استفاده با كلريد روينمك  مختلف يغلظتها خالص شده با

Spectroscopy (غلظت با كه يابدمي افزايش پروتئين سبز فلوئورسانس نشر ،روي حضور در كه داد نشان نتايج. گرديد بررسي 
توسط ) Limit of Detection(قابل شناسايي  رويدست آمده كمترين غلظت ه ب نتايجبراساس . است هماهنگ محلول در روي

ولار و نانوم 31/0و پروتئين خالص شده به ترتيب ) Cell Surface Display(بيان شده بر روي سطح باكتري  EGFPپروتئين 
نشر فلوئورسانس نشان داد ، يونهاي فلزي مختلفنانومولار از  2در حضور غلظت  مطالعه مشابهباشد همچنين نانومولار مي 18

- چنداني نداشته و يا اندكي ميزان نشر را كاهش مي تأثيركند و ساير فلزات افزايش پيدا مي رويتنها در حضور  EGFPپروتئين 

بسيار اختصاصي  روينمايش يافته در سطح باكتري جهت شناسايي و تعيين يون  EGFPتوان نتيجه گرفت كه بنابراين مي. دهند
  .دارد روييون خالص شده حساسيت بسيار بيشتري در تشخيص و شناسايي  EGFPعمل نموده و نسبت به 

  ، فلوئورسانسيون رويپروتئين فلوئورسانس سبز بهبود يافته، بيان سطحي،  :هاي كليديواژه

  sajedi_r@modares.ac.ir: ، پست الكترونيكي02182884759: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
رنگ سفيد متمايل به آبي است كه بر اثر  فلزي با روي

شود و در حين احتراق رنگ سبز  رطوبت هوا تيره رنگ مي
 مسو  آلومينيوم، آهنبعد از  اين فلز. كند براقي توليد مي

چهارمين فلز مورد استفاده در دنيا بوده و حالت 
 )21 و 20( باشد مي 2+اكسيداسيون متداول اين عنصر 

زمينه صنعت دارد كه از جمله روي كاربردهاي وسيعي در .
فلزها جهت جلوگيري از  آبكاري الكتريكيتوان به آنها مي

كاري آهن، توليد ظروف، گالوانيزه زنگ زدگي آنها، 
 خودروسازي، كشتي سازي، باتري سازي و توليد آلياژ برنج

پزشكي  در زمينههمچنين اين فلز . )29 و 21( اشاره كرد
درمان جوشهاي نيز بسيار حائز اهميت بوده و جهت 

ساخت پروتئينهاي  ، جلوگيري از پيري زودرس،پوستي
مصرف روزانه و ويتامينهاي مورد توليد  ،ساختاري پوست

، درمان سرماخوردگي و آنفولانزا، جلوگيري از مواد معدني
سريع بخشيدن به تاشتهايي عصبي و ريزش مو، سرطان، بي

و موارد ديگر مورد استفاده  ، توليد انسولينبهبود زخمها
روي يك ماده معدني در واقع . )11و  8، 6( گيردقرار مي

بعضي از پروتئينها  ارضروري براي بدن است كه در ساخت
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 كند و آنزيمهاي لازم و همچنين برخي از ژنها، شركت مي
طور   به و ، بيشترين ميزان را در بدن داراستآهنبعد از  و

هاي خوني  ، اما در ياختهشود ذخيره مي ها ماهيچهعمده در 
، ها كليه، پوست، استخوانها، شبكيه چشمسفيد و قرمز، پرده 

 ،با اين وجود .)11 و 10( شود نيز يافت مي پانكراسو  كبد
مصرف بيش از حد روي باعث بروز مشكلاتي از جمله 

، LDLو افزايشHDL  كاهش، استفراغ آشفتگي معده،
بروز نقصهاي رشدي از  آلودگي،سرگيجه، سردرد، خواب 

قبيل هيپوپلازي سر و چشم، ادم قلبي، تغيير شكل كيسه 
زرده، كاهش ميزان رنگدانه در بافتها، تغيير انحناي محوري 

و  ناهماهنگي عملكرد عضلات ،در دوران جنيني و دم اوليه
همچنين مقدار بيش از . )30 و 24، 9( شودميكم خوني 

حد روي در محيط زيست باعث بروز آلودگيهاي زيست 
 18(گردد مي zebrafishمرگ و مير لاروهاي محيطي مانند 

ميزان  ارزيابييك سيستم ساده براي  وجود بنابراين). 24و 
بسيار ضروري و  و محيط زيست در خون موجود روي زفل

 كه جهت يتكنيكهاي .)16و  3( باشدحائز اهميت مي
شامل شوند استفاده مي رويفلز از جمله فلزات  بررسي

رسوب شيميايي، تبادل يوني، تقطير، طيف سنجي جذب 
 - سنجي جذب نور مرئياتمي، طيف سنجي جرمي، طيف 

 و 19( باشديم Xطيف سنجي جذب اشعه  فرابنفش و
 از معايب امابسيار دقيق هستند  تكنيكهاي مذكور. )25

 و 3( اشاره كرد ي كه دارندتوان به هزينه بالايمي اصلي آنها
در  زيادي كه هايها، به دليل كاربردميكروارگانيسم. )16

دارند گزينه مناسبي جهت  حفاظت از محيط زيست
حسگرهاي زيستي . هستندفلزات  شناسايي و تشخيص

و  زيست سازگار بوده و كم هزينه معمولاً مبتني بر سلول
توانند يك پاسخ حساس به سميت نمونه را در اختيار مي

به عنوان يك ابزار مؤثر . )19 و 7( قرار دهندپژوهشگران 
جهت مهندسي پروتئين و ساخت حسگرهاي زيستي، 
سيستم نمايش در سطح سلول كاربردهاي فراواني در 

هاي نمايش در سطح ميسيستم. صنعت و پزشكي دارد
هاي وسيعي در زمينه توسعه واكسنهاي زنده، توانند كاربرد

كاتاليستهاي زيستي، حسگرهاي زيستي،  مهندسي پروتئين،
توليد آنتيجاذبهاي زيستي، غربالگري كتابخانه پپتيدي، 

امروزه . آمينه داشته باشندباديها و تشخيص تغيير يك اسيد
 توان با استفاده از سيستم نمايش بر روي سطح سلول،مي

شناسايي فلزات سنگين  هايي را طراحي كرد كهبيوسنسور
شامل پروتئين  سازه ژني اخيراً. )31و  12( دهندرا انجام 

در قالب يك موتيف لنگري كه در ) INP(زايي يخ هسته
گيرد، جايگاه برش آنزيم درون ديواره باكتري قرار مي

شود و متصل مي INPكه به موتيف لنگري  TEV پروتئاز
EGFP  كه خارج از باكتري به صورت متصل به جايگاه
 INP -TEVبه طور خلاصه (د گيرقرار مي TEVبرش 

protease cleavage site-EGFP ( كه شده است طراحي
و  بر روي سطح باكتري EGFPموفقيت آميز  منتج به بيان

  .)28 و 13( گرديد پروتئين تخليص

از  Shimomuraتوسط ) GFP(رسنت سبز ئوپروتئين فلو
جدا شد و اين پروتئين  Aequorea victoriaعروس دريايي 

باشد كه ساختار اوليه رسنت سبزي ميئواولين پروتئين فلو
و به طور وسيعي از آن به  آن مشخص و كلون شده است

از  GFP. )33 و 4( شودعنوان يك ژن گزارشگر استفاده مي
كيلودالتون تشكيل  27اسيد آمينه با جرم مولكولي  238

ساختار منحصر به فرد كه  يكاين پروتئين . شده است
يازده رشته  حاوييك بشكه بتاي كوچك و فشرده شامل 

كه در مركز آن بر روي بتا به همراه يك گروه فلوئوروفور 
شكل . )23 و 4( باشدلفا تعبيه شده است، ميآيك مارپيچ 

به صورت خود به خودي از طريق  فورفلوئوروگروه گيري 
شكل  يآمينواسيدواحد سه  لكوليومحلقوي شدن داخل 

دهد كه كل ساختار آزمايشهاي متعددي نشان مي. مي گيرد
 وفور مورد نياز استفلوئورپروتئين براي تشكيل گروه 

)26( .GFP  نوع وحشي ويژگيهايي دارد كه بايد بهبود يابد
در  تأخير و به روشنايي كمتوان از جمله اين ويژگيها مي

به اين ترتيب به منظور  .وفور اشاره كردفلوئورتشكيل 
هاي متعددي صورت جهش آنبهبود اين ويژگيها بر روي 

در  F64(Lو  S65T( داراي دو جهش EGFP. گرفته است
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ي طيفي آن بهبود ويژگيهاباشد و مي شوفورفلوئورمنطقه 
رسنت درخشان و ئويافته است و يكي از پروتئينهاي فلو

بسياري از نسخه هاي بهبود . )32و  26( پايدار نوري است
با ويژگيهاي بهبود يافته مانند گوناگوني در رنگ  GFPيافته 

با خواص طيفي مختلف كه رنگ از منطقه آبي تا زرد طيف 
مطالعات . )22(در دسترس هستند مرئي را نشان مي دهند، 

 GFPمتعدد با هدف بررسي پتانسيل اتصال فلز به پروتئين 
با بررسي ساختار پروتئين و طراحي چندين جهش انجام 

گزارشگري است كه نشر  GFP. )22( شده است
فلوئورسانس آن بدون افزودن سوبستراي خارجي توليد مي 

نانومتر  475در طول موج اين پروتئين نور را   .)4( شود
 نانومتر منتشر مي كند 509نور سبز را در و جذب مي كند 

اي براي اندازه گيري بيان به طور گسترده GFP. )22 و 4(
ژن در سلولها شناخته شده و جهت تجزيه و تحليل روند 

 شودتشخيص در سيستمهاي پستانداران نيز استفاده مي
)22( .  

 حالت با روي يونمطالعات قبلي نشان داده است كه 
 سبب و دهدمي واكنش   GFPكروموفور گروه برانگيخته

 نشر افزايش باعث آن دنبال به و افزايش انتقالات الكتروني
اين رفتار وابسته به شود و مي پروتئين اين فلوئورسانس

از  ،مطالعهدر اين باشد، بنابراين و زمان مي روييون مقدار 
 E. coliي نمايش يافته بر روي سطح باكتر EGFPسيستم 

 EGFPدر مقايسه با  رويجهت شناسايي و تعيين يون 
   ).24(خالص استفاده شد 

  مواد و روشها
 BIOشركت (ماركر وزن مولكولي پروتئين  :مواد

BASIC(، سيلين  آمپي)شركت جابرابن حيان(، IPTG 
، G250، كوماسي بلو SDS، تريس، SinaClon)شركت (

، Acros)شركت ( TEMEDآمونيوم پر سولفات و  آگارز،
اسيد، متانول، گليسرول از شركت دكتر گلاسيال استيك

نيكل آگارز   ، ستون)شركت بيدستان(مجللي، اتانول 
، QUELAB)شركت ( Qiagen ،Soy peptone)شركت (

عصاره ، )شيمي دارويي نوترونشركت (اسيد كلريدريك 
، آكريل EDTAو   Micromedia Trading)شركت(مخمر 

آگار،  فسفوريك اسيد، دي تيو تريول،آميد، ايميدازول، 
و ساير مواد شيميايي مورد نياز از  CaCl2 ،ZnCl2ي نمكها

  .خريداري گرديد Merckشركت 

 Site_EGFP لـي به شكـژن ازه ـسن ــيـنـچـمـه
pET21a+_InaK-N_TEV Protease Cleavage تشرك 

ShineGene Molecular Biotech)(  داخل وكتور
pET21a+  سنتز و به سويه باكترياييE. coli DH5α  انتقال
 InvitrogenTMشركت ( TEV Proteaseژن آنزيم . داده شد

life technology(  در وكتورpPROEX HTa از . سنتز شد
 جهت تكثير وكتور و از سويه DH5αسويه  E. coliباكتري 
E. coli BL21 (DE3)  مد پروتئين  سطحيمنظور بيان به

سيلين محلولهاي استوك آمپي. نظر استفاده شد
)mg/ml100 (  ديسكي با منافذ  با فيلتر فيلترو پس از تهيه
  . به محيط كشت افزوده شد 1:1000ميكرون به نسبت  2/0

وكتورهاي حاوي : سطح سلولي EGFPبيان و تخليص 
 InaK-N_TEV Protease Cleavage Site_EGFPسازه ژني

به منظور بيان ژن  E. coli BL21 (DE3) به سويه بياني 
ك حرارتي انتقال يافت و ومربوطه از طريق ش پروتئين
بيوتيك آمپي جامد حاوي آنتيLB محيط كشت روي 
يك كلوني از باكتريهاي حاوي كشت داده شد و  سيلين

  LBليتر محيط كشت ميلي 10پلاسميد نوتركيب بياني به 
 37ي سيلين تلقيح و در دمابيوتيك آمپيحاوي آنتيمايع 

 در )rpm250(گراد با هوادهي مطلوب درجه سانتي
ليتر باكتري  ميلي 1سپس  .انكوبه شد دارانكوباتور همزن
- حاوي آنتي LBليتر محيط كشت  ميلي 50رشد كرده به 

جذب نوري در طول بيوتيك انتقال داده شد و تا افزايش 
اسپكتروفتومتر ميكروپليت ( 6/0به حدود  نانومتر 600موج 

µQuant  از شركتBioTek( ،گراد درجه سانتي 37در
در  IPTGمولار  ميلي 1نهايتاً، بيان در غلظت  .انكوبه گرديد

  .انجام گرفت گراددرجه سانتي 15 و دماي ساعت 24
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پس از اتمام سطح سلولي  EGFPبراي تخليص پروتئين 
در  مدت زمان بيان، سوسپانسيون باكتريهاي القاء شده

و  rpm 4000دقيقه در  20به مدت ليتر  ميلي 50 حجم
جداسازي ساير . شد گراد سانتريفيوژدرجه سانتي 4دماي 

به اجزا موجود در محيط كشت از سلولهاي باكتريايي 
 EDTA ،50مولار ميلي TEV )5/0باسيون وسيله بافر انكو

پس از . ، انجام گرفت)pH8 با  Tris-Baseمولار ميلي
مربوط به انكوباسيون با كروليتر بافر يم 200شستشو، 
مولار ميلي pH 8 ،2با  Tris-HClمولار ميلي 20( ليزوزيم
EDTA  درصد  1وTriton x-100(  پودر  گرمميلي 2حاوي

 30رسوب باكتري اضافه شد و پس از آنزيم ليزوزيم به 
درجه سانتي گراد، ويال  37 دماي دقيقه انكوباسيون در

حاوي باكتريهاي ليز شده و محتويات داخل سلولي، به 
سانتريفيوژ و رسوب آن نگه  rpm  4000دقيقه در 1مدت 

ساعت  4پس از آن رسوب باكتريايي به مدت . داشته شد
 TEVبا آنزيم پروتئاز  rpm 50درجه سانتي گراد با  20در 

 rpm  17000دقيقه در  30سپس به مدت . انكوبه شد
 EGFPسانتريفيوژ و محلول رويي كه شامل پروتئين 

باشد حفظ و رسوب دور مي TEVخالص شده به همراه 
 تخليصحصول اطمينان از  پس از آن جهت. ريخته شد

احيايي  SDS-PAGEاز تكنيك الكتروفورز  پروتئيني نمونه
با استفاده از ژل پلي آكريل آميد  SDS-PAGE. استفاده شد

   .انجام شد يدر شرايط احياي درصد 12

 بررسيجهت : EGFPاندازه گيري نشر فلوئورسانس سبز 
خالص شده  EGFPبر نشر فلوئورسانس سبز  روي اثر يون

 5غلظت  با رويو نمايش يافته بر روي سطح باكتري، ابتدا 
 Na2HPO4 ،5/0مولار ميلي PBS )2/3در بافر  نانومولار

-ميلي 135و  KClمولار ميلي KH2PO4 ،3/1مولار ميلي

خالص شده با غلظت  EGFPبه ) pH  4/7با NaClمولار 
ng/ml100  در بافرPBS  اضافه شد به منظور تعيين بهترين

بلافاصله پس از  EGFPزمان انكوباسيون، نشر فلوئورسانس
 4دقيقه انكوباسيون در  300تا  50و  روياضافه كردن 
 و نانومتر 470تحريكي  طول موجگراد، در درجه سانتي

 slit 10با  نانومتر 480- 600موج نشري  محدوده طول
 Perkin Elmer از شركت فلوئورسانسدستگاه (خوانده شد 

با غلظت  روييون همچنين براي بررسي اثر ). LS55مدل
نمايش يافته  EGFPنانومولار بر شدت نشر فلوئورسانس 5

رقيق شدند كه  ايباكتريها به اندازه بر روي سطح باكتري،
بيان شده بر روي سطح  EGFPشدت نشر فلوئورسانس 

آنها به پروتئين خالص شده با غلظت ذكر شده نزديك شود 
خالص شده  EGFPمشابه با  و سپس در شرايطي كاملاً
در سل كوارتز يك  .دگرديخوانش نشر آنها انجام 

 pH با PBSاز بافر  ميكروليتر 500سانتيمتري، حجم نهايي 

بيان شده بر روي سطح باكتري  EGFP ، پروتئين4/7برابر 
با غلظتهاي  كلريد روينمك  همچنين و شدهو خالص 
   .شد اضافهذكر شده 

جهت بررسي : رويگيري يون هاي اندازهتعيين پارامتر
 يبيان شده سطح EGFPبر  روياثر غلظتهاي مختلف يون 

 4دقيقه انكوباسيون در  300خالص شده، پس از  EGFPو 
نمايش يافته سطحي و  EGFPگراد، براي درجه سانتي

 0نانومولار و  5تا  0خالص شده به ترتيب محدوده غلظت 
انتخاب و مطابق با بخش بالا طيف  روينانومولار  150تا 

 فلوئورسانس سپس منحني شدت نشر. گيري انجام شد
 رسم شد و از روي آن روييون عليه غلظتهاي گوناگون 

  . به دست آمد LODمحدوده خطي، معادله خط و 

بيان شده بر روي سطح  EGFPتعيين اختصاصيت 
به منظور به دست آوردن : رويباكتري نسبت به 

، نمكهاي مختلف روياختصاصيت روش نسبت به يون 
نمايش يافته  EGFPنانومولار بر روي  2كلريد با غلظت 

سطحي اثر داده شد و طيف نشري پروتئين طبق روشهاي 
فوق ثبت و شدت نشر پروتئين در حضور يونهاي گوناگون 

 نانومتر با يكديگر مقايسه 480-600در محدوده طول موج 
  . شد

بار  3ق حداقل تمام آزمايشها در اين تحقي: آناليز آماري
ها از نرم افزار هاي به منظور آناليز آماري داده. تكرار گرديد
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GraphPad prism7  و Microsoft office 

Excel2019بدين منظور در زير شاخه نرم . استفاده شد
ها از و در بخش آناليز داده GraphPad prism7افزار 

 ،Linear regression  ،Column analysesآناليزهاي آماري
Gausian  وlog(agonist) vs. response -- Find 

ECanything از نرم افزار . استفاده شدExcel  نيز جهت
  .استفاده شدپاسخ به مقدار رسم نمودارهاي 

  نتايج
 انكوباسيون ازپس ساعت  EGFP :24بيان سطحي 

 مولار ميلي 1شده با غلظت القاء  نشده والقاء  باكتريهاي
IPTG  و دور همزن گراد  درجه سانتي 15در دمايrpm 

 IPTGشده با القاء  نشده والقاء  ، سوسپانسيون باكتري250
ترانس در محيط كشت زير نور فرابنفش حاصل از دستگاه 

مورد بررسي قرار گرفتند و نتايج نشان داد كه  ايلوميناتور
 .نشده، نشر فلوئورسانس نداردالقاء  سوسپانسيون باكتري

توان نتيجه گرفت بيان پروتئينهاي هدف به بنابراين مي
ها به  در مرحله بعد نمونه. صورت سطحي انجام شده است

. سانتريفيوژ شدند RCF 5700دقيقه با دور  20مدت 
نشده، فاقد نشر القاء  هايرسوب حاصل از نمونه

شده با القاء  هايفلوئورسانس بودند در حالي كه نمونه
IPTG  هم سطح بالايي از نشر  وشناييرحتي در

دادند كه خود حاكي از سطح فلوئورسانس سبز را نشان مي
  ).1شكل (بيان بالاي پروتئين هدف در اين روش است 

جهت مشاهده بيان سطحي پروتئين هدف در سلول باكتري 
همان طور . نيز استفاده شد SDS-PAGEميزبان از تكنيك 

نيز نشان داده شده است، ميزان بيان سازه مد  2كه در شكل 
كيلودالتون در رسوب  47نظر با وزن مولكولي تقريبي 

-باشد كه اين موضوع ميباكتريايي بيشتر از نمونه رويي مي

در سطح سلول  EGFPتواند تأييدي بر بيان موفقيت آميز 
  .باكتري باشد

  
به وسيله نور فرابنفش و مرئي  EGFPهده بيان سطحي مشا -1شكل

ها به ترتيب از ، نمونهE. coli BL21(DE3)در سويه باكتريايي 
كه بر  IPTGچپ به راست شامل سوسپانسيون باكتريايي القاء نشده با 

خلاف حالت القاء شده زير نور فرابنفش از خود فلوئورسانس نشر 
كه فلوئورسانس  IPTGدهد، سوسپانسيون باكتريايي القاء شده با نمي

دهد، رسوب حاصل از سوسپانسيون باكتريهاي القاء شده سبز نشر مي
باشند و كه حتي در زير نور مرئي هم داراي فلوئورسانس مي IPTGبا 

رسوب حاصل از سوسپانسيون باكتريهاي القاء نشده كه فاقد 
  .فلوئورسانس هستند

  
 E .coliدر سويه  EGFPمشاهده بيان سطح سلولي  -2 شكل

BL21(DE3)   پلي سولفات ژل الكتروفورز سديم دودسيلبه كمك 
به ترتيب شامل  5تا  1هاي مورد بررسي از شماره نمونه. ميدآ كريلآ

، محلول رويي باكتري القاء شده با IPTGرسوب باكتري القاء شده با 
IPTGهاي باكتري القاء شده با ، رسوب لاشهIPTG  پس از ليز شدن

، پروتئين TEVساعت تيمار با آنزيم پروتئاز  4با آنزيم ليزوزيم و 
EGFP  ماركر  5كيلودالتون و شماره  27خالص شده با وزن مولكولي

  .وزن پروتئين بر حسب كيلودالتون
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براي مشاهده اثر اوليه : EGFP فلوئورسانس بر +Zn2اثر 
بيان شده بر روي سطح  EGFPبر نشر فلوئورسانس  روي

كلريد نانومولار نمك  5باكتري و خالص شده، از غلظت 
براساس نتايج به دست آمده، در حضور . استفاده شد روي

دقيقه  50بعد از گذشت  كلريد روينانومولار  5غلظت 
بيان شده بر روي سطح  EGFPميزان نشر فلوئورسانس 

ست كه نشر ا باكتري افزايش يافت اين در حالي
دقيقه تيمار با  50خالص شده پس از  EGFPفلوئورسانس 

، تغيير چنداني از خود نشان نداد، بنابراين روينانومولار  5
جهت بررسي تغييرات  روينانومولار  5تا  0از غلظتهاي 

طح باكتري بيان شده بر روي س EGFPنشر فلوئورسانس 
غلظتهاي مختلف . در مراحل بعدي تحقيق استفاده شد

جهت بررسي تغييرات نشر فلوئورسانس  كلريد روي
EGFP اين نتيجه و نيز خالص شده با توجه به 
در  و همكارانش،  Virapong Prachayasittikulمقاله

  )3شكل) (22(انتخاب شد  غلظتهاي بالاتر
  

  
بر  روينانومولار  5اثر غلظت ) خالص شده و بيان شده بر روي سطح باكتري، الف EGFPبر ميزان نشر فلوئورسانس  روييون  تأثيرمقايسه  -3شكل

 E.coli بيان شده بر سطح باكتري EGFPبر روي نشر فلوئورسانس  روينانومولار  5اثر غلظت ) خالص شده و ب EGFPنشر فلوئورسانس 

BL21(DE3) .  

  EGFPتغييرات وابسته به زمان فلوئورسانس بر +Zn2اثر 
بررسي اثر زمان بر تغييرات نشر  4با توجه به شكل : 

بيان شده بر سطح باكتري در حضور  EGFPفلوئورسانس 
حاكي از افزايش ميزان نشر  روينانومولار  5غلظت 

ميزان نشر  در حالي كهفلوئورسانس اين پروتئين بود 
 5خالص شده در حضور غلظت  EGFPفلوئورسانس 

. داد نشانافزايش ناچيزي با گذشت زمان  روينانومولار 
دقيقه ميزان نشر  300براساس اين نتايج در زمان 

بيان شده بر روي سطح باكتري به  EGFPفلوئورسانس 
در  لذاداكثر مقدار خود رسيد و پس از آن ثابت شد، ح

  .ادامه پروژه از اين زمان استفاده شد

ف ـبر طي +Zn2ون ـاي مختلف يــهـتـر غلظـاث
: تعيين رفتار وابسته به غلظت آنو   EGFPفلوئورسانس

 افزايش با است، مشاهده قابل 5شكل  در كه طور همان
 300گذشت محيط پس از  در نمك كلريد روي غلظت
خالص شده و  EGFPپروتئين فلوئورسانس  شدت دقيقه،

 470 تحريكي موج طول دربيان شده بر روي سطح باكتري 
بيان شده بر روي سطح  EGFPيافت و  افزايش نانومتر

خالص شده در حضور يون روي  EGFPباكتري نسبت به 
   .بيشتري از خود نشان داد حساسيت
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اثر گذشت زمان بر ) و ب روينانومولار  5خالص شده در حضور غلظت  EGFPاثر گذشت زمان بر روي ميزان نشر فلوئورسانس ) الف -4شكل

  .روينانومولار  5بيان شده بر روي سطح باكتري در حضور غلظت  EGFPروي ميزان نشر فلوئورسانس 

  
 يغلظتهااثر  )ب خالص شده و EGFPرسانس ذاتي پروتئين ئوبر طيف نشري فلو) نانومولار 150تا ( رويي مختلف غلظتهااثر  )الف -5شكل
 470در طول موج تحريكي  E. coliبيان شده بر روي سطح باكتري  EGFPرسانس ذاتي پروتئين ئوفلوبر طيف نشري  )نانومولار 5تا ( رويمختلف 
پس روي كلريد ي مختلف نمك غلظتهاخالص شده عليه  EGFPنمودار شدت نشر فلوئورسانس ) ج .)PBS  ،4/7pHدقيقه، بافر 300زمان (نانومتر 

بعد از  رويكلريد ي مختلف نمك غلظتهابيان شده بر روي سطح باكتري عليه  EGFPنمودار شدت نشر فلوئورسانس ) دقيقه انكوباسيون و د 300از 
  .P-value < 0.05 ) (قه انكوباسيونيدق 300

 ب                                                                         الف     

  ج                                                                               د
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با  +Zn2گيري يون اندازهو محدوده خطي حساسيت 
اختلاف نمودار : EGFPاستفاده از تغيير فلوئورسانس 

نشر فلوئورسانس عليه غلظتهاي گوناگون نمك  شدت
دهد دقيقه، نشان مي 300زمان  بعد از گذشت كلريد روي

بيان شده  EGFP فلوئورسانس نشر افزايش شدت كه ميزان
هاي غلظت با به ترتيبخالص شده بر روي سطح باكتري و 

 خطي رابطه تقريباً روييون  نانومولار 100تا  0و  1تا  0
 در نمك غلظت افزايش با )متناسب( هماهنگ و داشته
 همچنين با استفاده از. يابدمي افزايش نيز نشر ميزان محيط،

كه  هحد تشخيص را نيز محاسبه نمود هاي آماريآناليز
 نشر كه باعث افزايش +Zn2 غلظت كمترين براساس آن،
 18 و مولارنانو 31/0ترتيب  به شودمي فلوئورسانس

بيان شده بر روي سطح  EGFP برايبه ترتيب نانومولار 
بيان  EGFPبنابراين  .باشدميخالص شده  EGFPباكتري و 

خالص شده  EGFPشده بر روي سطح باكتري نسبت به 
از حساسيت بالاتري  رويدر تشخيص و شناسايي 

  ).6شكل (برخوردار است 

  
بيان شده بر سطح باكتري   EGFP و) الف(روي كلريد ي مختلف نمك غلظتهاخالص شده در  EGFPشدت فلوئورسانس  اختلافنمودار  -6شكل

  .)ب( روي كلريدي مختلف نمك غلظتهادر 

 

ميزان نشر : روياختصاصيت روش براي شناسايي 
بيان شده بر روي سطح باكتري در  EGFPفلوئورسانس 

نانومولار نمكهاي مختلف كلريد بعد از  2حضور غلظت 
پروتئين  7گيري شد و با توجه به شكل دقيقه، اندازه 300

EGFP  رويبيان شده بر روي سطح باكتري براي شناسايي 
به شكل اختصاصي عمل كرده و شدت نشر فلوئورسانس 

 يابد، اين در حاليافزايش مي كلريد رويآن در معرض 
ست كه در حضور نمكهايي مانند پتاسيم كلريد و كوبالت ا

دهد و يا ميزان نشر رخ ميكلريد مقدار اندكي تغيير در 

همچنين مابقي نمكها نيز . شودتغييري در نشر مشاهده نمي
بيان  EGFPباعث كاهش اندكي در ميزان نشر فلوئورسانس 

  .شوندشده بر سطح باكتري مي

  بحث
 ،كشاورزي و صنعتي توسعه فعاليتهايامروزه به دليل 

سمي در سراسر  و آلودگي محيط زيست با فلزات سنگين
جغرافيايي متعددي  مناطق يافته است وجهان گسترش 

  .)17و  5(اند دچار آلودگي به فلزات سنگين شده
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نمكهاي نانومولار از  2و شدت نشر آن در حضور غلظت  رويبيان شده بر روي سطح باكتري در شناسايي  EGFPاختصاصيت پروتئين  -7شكل 

  .كلريد مختلف

آنتي  ،وستازي بدنئبراي هوم و سمي فلزات سنگين
، اندامهايي مانند كبد و كليه، مجاري تنفسي و اكسيدانها

نيكل، ، كادميوم، سرب .خطرات زيادي دارند ساير قسمتها
دليل به  سميكروم و همچنين ساير فلزات  ،روي، مس

، عت دارنددر صن ي كهوسيع هايمسموميت و كاربرد ايجاد
به عنوان يك مشكل  همچنين بسيار قابل توجه بوده و

جدي براي محيط زيست و آلودگي آبهاي سطحي و بسيار 
آيند و سلامت عمومي را به خطر زيرزميني به حساب مي

روي مقدار  بر بنابراين نظارت . )24 و 18، 1( اندازندمي
خطراتي  بروز چنين براي جلوگيري از سنگين اين فلزات

است  ضروري محيطي بسيار زيست از جمله آلودگيهاي
هاي حوزه است كه در مفيدفلزي بسيار  روي .)24(

بسيار  صنعت، كشاورزي، پزشكي  مختلفي از جمله
ست كه ا باشد اين در حاليپرمصرف و حائز اهميت مي

جانوران و انسان  اگر مقدار اين فلز در محيط زيست، تغذيه
از حد مجاز خود فراتر رود باعث ايجاد مسمويتهاي شديد 

. )20 و 18، 9(گردد و مرگ و مير موجودات زنده مي
موجود در خون  رويدقيق بر روي مقدار  بنابراين نظارت

انسان، غذا، آب آشاميدني، آبهاي زيرزميني و محيط زيست 
بنابراين . موضوع بسيار مهمي در سلامت عمومي است

و ارزان قيمت  مؤثرضروري است كه روشي حساس، 
حضور و ميزان  مؤثروجود داشته باشد كه بتواند به طور 

 ).27 و 25 ،2(را در محيط زيست تعيين نمايد  رويفلز 
 تجزيه و تحليل فلزاتمرسومي كه جهت  تكنيكهاي

شامل رسوب شيميايي، تبادل يوني،  شودسنگين استفاده مي
طيف سنجي جذب اتمي، طيف  غشاء، تقطير، جداسازي

و طيف سنجي جذب  جذبيسنجي جرمي، طيف سنجي 
دقيق  باوجوداين تكنيكها . ) 25 و 19(باشد مي Xاشعه 
 توان به هزينه بالاآنها مي ي نيز دارند كه از جملهمعايب بودن

وجود اشاره كرد، بنابراين  و همچنين صرف زمان طولاني
و كنترل  نظارت بر فلزات سنگين جهتسيستم ساده  يك

ميكروارگانيسمها، . باشدمقدار آنها بسيار حائز اهميت مي
در حفاظت از محيط زيست  پتانسيل شديدي كهبه دليل 

گار هستند، گزينه بسيار زيست ساز همچنين كاملاً ودارند 
مناسبي جهت شناسايي و گزارش مقدار فلزات سنگين 

 مبتني بر سلول معمولاً هايزيست حسگر. )25(هستند 
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 سريعهستند و  قيمت بوده و به راحتي در دسترسارزان 
توانند يك پاسخ حساس به سميت نمونه را در اختيار مي

  .)25 و 19( قرار دهند

يكي از راههاي توسعه حسگرهاي زيستي مبتني بر سلول 
. باشدمي سيستمهاي نمايش سطحي ميكروبياستفاده از 

هاي فراواني در زمينه صنعت و اين سيستمها داراي كاربرد
سيستمهاي نمايش در سطح مي. باشندبيوتكنولوژي مي

هاي وسيعي در زمينه توسعه واكسنهاي زنده، توانند كاربرد
كاتاليستهاي زيستي، حسگرهاي زيستي،  پروتئين، مهندسي

با ). 15(باديها داشته باشند توليد آنتيو  جاذبهاي زيستي
بيان پروتئينها در سطح سلول جداسازي و تخليص آنها از 

فعاليت  و ساير پروتئينهاي سيتوپلاسمي تسهيل شده
توان از اين ، بنابراين مييابدپروتئين هدف افزايش مي

جهت ساخت بيوسنسورهاي باكتريايي استفاده سيستمها 
  .)14( نمود

و تخليص آن  EGFPپس از بيان سطحي  ،در اين مطالعه
روي بر نشر فلوئورسانس ، اثر يون )2و  1شكلهاي (

EGFP با توجه . در اين دو حالت مورد مطالعه قرار گرفت
پس از گذشت  روينانومولار  5اثر اوليه غلظت  اينكه به

بيان  EGFPدقيقه، بر روي ميزان نشر فلوئورسانس  50
باعث افزايش شده بر روي سطح باكتري و خالص شده، 

شده است و  بيان شده بر روي سطح باكتري EGFPنشر 
خالص شده  EGFPچنداني بر روي ميزان نشر  تأثير

بيان شده  EGFPتوان به حساسيت بيشتر نداشته است، مي
در  خالص شده EGFPنسبت به  باكتريبر روي سطح 

همچنين مقايسه اثر  .)3شكل( اشاره كرد رويشناسايي 
 EGFPگذشت زمان بر روي ميزان نشر فلوئورسانس 
 حضور خالص شده و بيان شده بر روي سطح باكتري در

حاكي از افزايش چشمگير نشر  روينانومولار  5غلظت 
بيان شده بر روي سطح باكتري در  EGFPفلوئورسانس 

كه اين خود نيز باشد خالص شده مي EGFPمقايسه با 
بيان شده بر روي سطح  EGFPي بر حساسيت بيشتر تأييد

. )4شكل(باشد باكتري نسبت به حالت خالص شده مي
در اين بررسي طراحي و ساخت يك  اين تحقيقهدف 

بيوسنسور مبتني بر سلول بسيار حساس و دقيق جهت 
با استفاده از سيستم نمايش سطح  رويگيري يون اندازه

را بهينه  رويبود تا بتوان شرايط تشخيص  EGFPسلولي و 
 2+نتايج به دست آمده، پس از افزودنبراساس بنابراين . كرد

Zn به محلول حاوي اين پروتئين، افزايش شدت نشر
بيان شده  EGFPخالص شده و  EGFPفلوئورسانس براي 

در اين مرحله افزايش . بر روي سطح باكتري مشاهده شد
بيان شده بر روي  EGFPبراي  تدريجي نشر فلوئورسانس

 نانومولار 100و  1سطح باكتري و خالص شده به ترتيب تا 
بيان شده بر روي  EGFPبين و  تادامه ياف كلريد روي

سطح باكتري و خالص شده تفاوت معني داري در 
ط ي كه توسگزارشدر . )5شكل ( حساسيت مشاهده شد

Virapong Prachayasittikul  2001و همكارانش در سال 
بيان شده در درون سلول  GFPمنتشر شد، از پروتئين 

 رويهاي فلز باكتريايي به عنوان يكي از شناسايي كننده
قابل شناسايي براي  روياستفاده شد و كمترين غلظت 

مولار و ميلي 5/0درون سلولي در اين مطالعه  GFPپروتئين 
در محدوده  رويپاسخ خطي فلوئورسانس در معرض يون 

گزارش شده است مولار ميلي 5ميكرومولار تا  05/0غلظت 
 مي دهدنشان در اينجا ست كه نتايج ا اين در حالي .)22(

بيان شده بر روي سطح باكتري و  EGFPنشر فلوئورسانس 
ي حدود غلظتهاخالص شده به ترتيب در  EGFPپروتئين 

شروع به  كلريد روينانومولار نمك  18مولار و نانو 31/0
بيان   EGFPشدند، همچنين افزايش كرده و دچار تغيير

شده سطحي و خالص شده يك پاسخ خطي فلوئورسانس 
 1تا  2/0به ترتيب در غلظتهاي  رويرا در معرض يون 

نانومولار با ضريب همبستگي نزديك  100تا  1نانومولار و 
بررسي اختصاصيت روش،  ). 6شكل(دهند به يك ارائه مي
نانومولار فلزات مختلف  2در غلظت  رويجهت شناسايي 

بيان شده در سطح  EGFPكلريد نيز بيانگر افزايش نشر 
توان بنابراين مي .)7شكل(بود  رويباكتري تنها در حضور 
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به عنوان بيان شده بر روي سطح باكتري  EGFPگفت كه 
يك بيوسنسور باكتريايي نسبت به پروتئين خالص شده 

EGFP  و همچنينEGFP  خالص شده نسبت بهGFP 
  . دارد روييون حساسيت بالاتري در شناسايي 
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Monitoring the Zinc ion using the recombinant enhanced green 
fluorescent protein (EGFP) based on E. coli surface display 

Hakimi Naeeni S. and Sajedi R.H. 
Dept. of Biochemistry, Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 

Abstract 

Environmental pollution by toxic metals, particularly heavy metals, arises as a result of 
industrial, agricultural and sewage disposal activities. Zinc ion has many benefits but it 
can cause many disorders including growth defects and tissue damage at higher 
concentrations. Accordingly, development of a simple and inexpensive system for 
monitoring toxic metals pollution is therefore needed. In this study, the interaction 
between the surface displayed recombinant enhanced green fluorescence protein 
(EGFP) in E. coli BL21 (DE3) strain as well as the purified protein and zinc chloride 
(ZnCl2) in different concentrations has been investigated by fluorescence spectroscopy 
measurements. The results showed that in the presence of Zn2+, the green fluorescence 
emission of the protein increased along with the increasing zinc doses. The detection 
limit of Zn2+ using the displayed and purified EGFP were determined to around 0.31 
nM and 18 nM, respectively. Besides, in the presence of 2 nM concentration of various 
metals, the fluorescence emission increased only in the presence of Zn2+ and the other 
metals had little or no effect on emission. Therefore, it can be concluded that the 
biosensor based on bacterial surface display system expressing EGFP has a higher 
sensitivity and specificity in monitoring the zinc ions than the purified protein. 

Key words: Enhanced green fluorescence protein, surface display, heavy metals, zinc, 
fluorescence spectroscopy. 

  

  

  


