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ن، خالص يموزيان دو فرم متفاوت ژن پروکي در بE. coli BL21 يي توانايبررس

  د آني تولينه سازي و بهيساز

  

   فريعيلا بديل: ينام و نام خانوادگ

  يولوژيکروبي م‐يست شناسيز: يليرشته تحص

   و دکتر مهوش خدابندهيدکتر عزت عسگران: د راهنماياسات

  انيدکتر غلامرضا احمد: استاد مشاور

  ۱۳۸۷ خرداد ۹: خ دفاعيتار

 
 ي است که در معدة پستانداران نوزاد سنتز مينازيک پروتئي آسپارت(EC 3.4.23.4)ن يموزي    ک

ر مادر منجر به ين شي کاپاکازئPhe105- Met106ان ي ميديوند پپتيم با شکافتن پين آنزيا. شود

ش يا پين يموزيپروک.  گرددي مريل آن به پنيت انعقاد و تبدير و در نهاي شيسلهاي ميداريناپا

 يريم و جلوگير فعال آنزي شکل غيداريست که در پايش قطعه اي پين دارايموزير فعال کيساز غ

 يوندهايب پي با تخريواکنش فعال ساز. گاه فعال مربوطه نقش داردياز ورود سوبسترا به جا

ش قطعه، يو با برش پ آغاز يدي اسpHم در يش قطعه و بخش فعال آنزيان پيک ميالکترواستات

ان دو ي در بE. coli BL21 يي تواناي به منظور بررسيقين کار تحقيدر ا.  گردديم فعال ميآنز

 در بردارندة E. coli BL21ط رشد دو سازة ين، شرايموزي ژن پروک۶فرم کامل و فاقد اگزون 

pET-26b(+)نه ي بهيوچن با روش تاگيموزيد پروکيش تولي حامل دو ژن مذکور، در جهت افزا

د يزان تولي هر سازه، مينة بدست آمده برايط بهيج نشان دادند که تحت شراينتا. دي گرديساز

ن ي درصد از پروتئ۶۱/۴۴ن کوتاه يموزيد پروکيزان تولي درصد و م۶۶/۳۲ن کامل يموزيپروک

.  باشديشتر از فرم کامل آن مي درصد ب۰۶/۱۲ن کوتاه يموزيد پروکي سلول بوده و توليکل

 يتوپلاسم آن به صورت توده هاي شود، در سيب سنتز مي نوترکE. coli که توسط ينيموزيپروک

ن يدر ا. ابدي ي تجمع مInclusion Bodiesا ي به نام اجسام نامحلول يعيطب رينامحلول و غ

ند يک فرآي ي طE. coli BL21ن نامحلول سنتز شده توسط يموزي درصد از پروک۵۴پژوهش 

 يط مناسب براي به حالت محلول درآمده و سپس تحت شرا(Denaturation)دن واسرشته ش



 روش يريدر مرحلة بعد با به کارگ. ، قرار گرفت (Refolding)حيکسب ساختمان مجدد و صح

از آنجا که . دي درصد خالص گرد۷۷زان ين به ميموزي، پروکي ستونيونيض آني تعويکروماتوگراف

 يدارا)  درصد خلوص۵۳ (يسه با نمونة استاندادرد تجاريمقان پژوهش در ينمونة حاصل از ا

. ن استفاده نموديموزي پروکين روش در جهت خالص سازي توان از اي است، لذا ميشتريخلوص ب

 ير در نظر گرفته شده و براي عامل به عنوان متغ۴ز ين نيموزين به کيموزي پروکي فعال سازيبرا

ز يآنال. دي گرديش طراحي آزما۹ يتفاده از روش تاگوچسپس با اس. ف شدي سطح تعر۳هر عامل 

ش با استفاده از نرم افزار ي شدة حاصل از هر آزماي فعال سازي محلولهايج سنجش کمينتا

Qualitek-4) ر يت انعقاد شيزان فعالين ميشترينشان داد که ب) يروش تاگوچ(units/ml) با ،

 ي سازي و به دنبال آن خنثC۳۷˚ در يدي محلول اسي ساعت گرماگذار۴، سپس ۵ تا pHکاهش 

تر از ي ليليدر ضمن هر م. دي آي به دست مC۳۷˚ ي در دماي محلول خنثي ساعت گرماگذار۲و 

 . استيمي واحد آنز۰۱/۲۶ يط حاوين شراي شده تحت ايمحلول فعال ساز
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  مقدمه -1-1

 به عصر جديدي كه در آن، پيشرفت در دو زمينة پژوهشي 1970    علم ژنتيك در اواخر دهة 

 DNAفناوري توليد به كار گرفتن ) 1: (اين دو زمينه عبارتند از. حكمفرما بود وارد شد

) 2( سنتز مواد جديد و  منظور مجهز كردن سلول با قابليتبه) 1مهندسي ژنتيك(نوتركيب 

اينك با كمك اين دستكاري  .DNAمولكول ) 2توالي يابي(يي سنتز خطي نوكلئوتيدهاي توانا

 يوكاريوتي را به باكتريها  باكتريهاي مختلف را به يكديگر يا ژنهاي هايهاي ژني مي توان ژن

 به صورت كارخانه هاي كوچكي "مهندسي شده" اين سلولهاي ، منتقل كرد تا)يا بر عكس(

 زياد توليد ˝يي كه از نظر اقتصادي اهميت بسيار دارند، به مقادير نسبتادرآيند و پروتئينها

و )  انسولين و هورمون رشد˝مثلا(مي توان آنزيمها، هورمونها  كنند؛ از جملة اين پروتئينها

سياري از ويروسها جلوگيري مي  تكثير ب ازبعضي از پروتئينهاي لنفوسيت ها كه( 3اينترفرونها

ميزان توليد اين پروتئينها در محيط طبيعي به حدي ناچيز است كه . را نام برد) كنند

زم هزينة سنگيني است كه در نتيجه بافتهاي لاشه و پالايش آنها، مستلاستخراجشان از خون يا 

  .)100 (هد بودتوليد آنها در مقياس وسيع و صنعتي مقرون به صرفه نخوا

از در صنايع غذايي نيز بسيار راهگشا بوده     مهندسي ژنتيك براي توليد آنزيم هاي مورد ني

با نگرشي به منابع موجود در مي يابيم كه نخستين افزودني غذايي، ماده اي به نام . است

كيموزين آنزيمي است كه .  مي شناسند5 بوده است كه مردم بيشتر آن را به نام رنت4كيموزين

عنوان نخستين ه اين آنزيم ب.  مي گيردبراي انعقاد شير و تبديل آن به پنير مورد استفاده قرار

 درصد از پنيرها با 90امروزه . فرآوردة بيوتكنولوژي نوين، در باكتريها توليد گرديده است

استفاده از آنزيم مهندسي ژنتيك شده توليد مي گردند در حاليكه تا پيش از اين، براي دست 

  .يك گوسالة شيرخوار وجود نداشتيابي به آنزيم مذكور، چاره اي جز جداسازي آن از شيردان 

                                                
1 Genetic engineering 
2 Sequencing 
3 Interferons 
4 Chymosin 
5 Rennet 
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                                                                           توليد پروتئين هاي نوتركيب -1-2

 موفق 1973 در سال Stanley Cohen   و Herbert Boyerاولين بار دو دانشمند به نام هاي     

  جداسازي قطعةبه مفهوم 1 كلي همسانه سازيبه طور. شدند به انجام عمل همسانه سازي

 يك حامل مناسب، به درون يك ميزبان مناسب به وسيلة و انتقال آن DNAمعيني از مولكول 

  .  ژن را نشان مي دهد  مراحل اصلي همسانه سازي)1-1(شكل . )12(  مي باشد2پلاسميدمثل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  .مراحل مختلف همسانه سازي 1- 1 لشك                                        

هدف اصلي از كلون كردن ژن براي كاربردهاي بيوتكنولوژيكي، بيان ژن كلون شده در يك     

 ژن اضافه شده به متأسفانه هيچ اطميناني مبني بر بيان موفقيت آميز. ميزبان انتخابي مي باشد

 پروتئيني كد وردة زيادي از فرآ ميزان˝، غالباعلاوه بر اين. يك حامل كلون سازي وجود ندارد

در پاسخ به اين نياز كه . شده توسط ژن كلون شده، براي مقاصد تجاري مورد نياز مي باشد

همان ميزان بالاي بيان مي باشد، تعداد زيادي از حامل هاي بياني اختصاصي با دستكاري 

                                                
1 cloning 
2 plasmid 
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، پايداري 2 ترجمه،1 ژنتيكي كه در مراحل مختلف بيان ژن شامل رونويسيكنترل كنندةعناصر 

  . نقش دارند به كار گرفته شده اند5 و محدوديت اكسيژني4، ترشح از سلول3پروتئين

هيچ استراتژي واحدي براي دست يابي به حداكثر ميزان بيان در مورد تمام ژن هاي كلون     

 لكولي اختصاصي مي باشند لذاواغلب ژن هاي كلون شده داراي ويژگي هاي م. شده وجود ندارد

پيش از دست يابي به شرايطي كه در آن بيشترين ميزان بيان حاصل شود، نياز به صرف زمان 

  ).33(و تلاش قابل ملاحظه اي مي باشد 

 بنابراين به منظور ، به خصوصيات ارگانيسم ميزبان بستگي داردميزان بيان ژن بيگانه    

 استفاده مورد نظر از انتخاب سلول مناسب براي يك پروتئين خاص علاوه بر خصوصيات و

، اصلاحات بعد 7، سطوح بيان6پروتئين هدف بايستي عواملي چون خصوصيات رشد سلولي

 وسيعي از ارگانيسم هاي گرچه محدودة. )5(  و هزينه ها نيز در نظر گرفته شود8ترجمه اي

 پروتئيني ورده هايآ مي باشند، اما اغلب فراريوتي قادر به بيان ژن هاي بيگانهپروكاريوتي و يوك

. سنتز مي شوند Escherichia coli نوتركيب در DNA هم تجاري توليد شده توسط فناوريم

وسيع از اين ارگانيسم در پرتو تحقيقات بسيار زيادي كه در مورد ژنتيك، بيولوژي  ةاستفاد

 سيستم هاي لبتها). 33(ملكولي، بيوشيمي و فيزيولوژي آن صورت گرفته، قابل درك مي باشد 

نيز  حشره اي مخمر و سلول هاي حيواني، گياهي و ، Bacillus subtilisباني ديگري مانند ميز

ي بهرحال، استراتژي ها . براي بيان برخي از ژن هاي كلون شده مورد استفاده قرار مي گيرند

 بايستي براي تمام سيستم ها قابل اجرا ˝ طراحي گرديده اند، اصولاE. coli براي ماهرانه اي كه

  ).33(ند باش

                                                
1 transcription 
2 translation 
3 protein stability 
4 Secretion from the host cell 
5 Oxygen limitation 
6 Cell growth characteristics 
7 Expression levels 
8 Post translational modifications 
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  E. coliتوليد پروتئين نوتركيب در  -1-2-2

 E. coliميزبان  -1-2-2-1

تشكيل   جفت باز6/4 × 106 از ˝، تقريباE. coliژنوم     

براي  پروتئين ها  1 ژن رمزگذار4000شده و شامل بيش از 

 بيش از ساير ميكروارگانيسم E. coliعلت آنكه . مي باشد

وليد پروتئين هاي نوتركيب مورد توجه و به ميزان وسيعي مورد هاي پروكاريوتي به منظور ت

  :، مزاياي منحصر بفرد اين ارگانيسم مي باشد، كه عبارتند از)5(استفاده قرار گرفته است 

دليل ه  براي سنتز پروتئين، ب"كارخانه هايي"عنوان ه ب E. coliاستفاده از سويه هاي  •

كي از قديمي ترين و مشهورترين تكنيك سهولت استفاده و هزينه هاي پايين تر، ي

هاي توليد بوده و به طور وسيعي در توليد صنعتي پروتئين هاي نوتركيب در سراسر 

 .دنيا به كار گرفته مي شود

 تعيين ترادف شده و اطلاعات مربوط به آن در پايگاه داده هاي ˝كاملا E. coliژنوم  •

 .عمومي موجود مي باشد

صورت داخل ه  بياني مشهور، براي توليد پروتئين هدف، بتعداد زيادي از حامل هاي •

يا پروتئين فيوژن ) صحيح 2خوردگي  با تا˝غالبا (پري پلاسمسلولي يا ترشح شده به 

 .به راحتي در دسترس بوده و مي توانند براي تخليص سريع مورد استفاده قرار گيرند

• E. coli ،ي مهم از قبيل هورمون نقش تاريخي مهمي را در توليد پروتئين هاي تجار

 .ها، سيتوكين ها و آنزيم ها بازي كرده است

 اين مولكولي و ابزارهاي دستكاري ژنتيكيدانش قابل توجهي در رابطه با ژنتيك  •

اصلاح شده با ويژگي هاي متنوع  E. coli هر يك از سويه هاي ، براي ايجادباكتري ها

 .دست آمده استه ب

                                                
1 Coding 
2 Folding 
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• E. coli بوده و با رشد سريع و 1 زيادي از پروتئين هاي نامتجانسقادر به توليد مقادير 

سهولت ميزان توليد را افزايش ه انبوه در بيوراكتورهاي حاوي مواد مايع ارزان قيمت، ب

 .مي دهد

• E. coli اين .  توليد مي كند3هايي نظير گليكوزيلاسيون 2پروتئين ها را بدون بهسازي

نيازي به گليكوزيلاسيون ندارند، مفيد مي  در مورد پروتئين هايي كه ˝مسئله خصوصا

 كه ،توليد شوند) مثل مخمر( چنانچه همان پروتئين ها در سيستم هاي ديگري .باشد

گليكوزيله شده، يا كربوهيدرات هاي نابجايي به آن ها اضافه شود كه منجر به غيرفعال 

اربرد چنين  گردد، ك4شدن پروتئين بيان شده و ايجاد يك خطر بالقوه ايمونوژنسيتي

 .سيستم هايي مي تواند مشكل ساز باشد

از مشكلات اساسي كه در هنگام  E. coli وتئين هاي درماني در محيط كشتتوليد پر •

توليد اين پروتئين ها در محيط كشت هاي سلولي پستانداران با آن مواجه مي شويم 

 خارجي كه نظير مراحل اضافي، طولاني و پرهزينه به منظور تأييد حذف ويروس هاي

  .)64 (ممكن است در چنين شرايطي حضور يابند، جلوگيري مي كند

 E. coliبا وجود اين مزايا، يكي از مشكلاتي كه در مورد بيان پروتئين هاي پستانداران در     

 تشكيل مي 5صورت اجسام نا محلوله  كه بيشتر پروتئين هاي بيان شده بوجود دارد اين است

ستانداران يا حشرات با ترفندهايي نظير استفاده از سيستم هاي بياني پ اين مشكل ولي. گردند

در مقايسه با كشت هاي پستانداران و  E. coli   رشد دادناز طرف ديگر.  استقابل حل

تعدادي از پروتئين ها در شكل طبيعي بعلاوه، از آنجا كه .  تر مي باشدحشرات سريعتر و ارزان

صورت اجسام نامحلول تنها راه دست يابي به ه براين بيان بشان براي ميزبان سمي اند، بنا

 . )46( مقادير زيادي از پروتئين هاي نوتركيب مي باشد

                                                
1 heterologous 
2 modifications 
3 glycosilation 
4 Immunogenicity 
5 Inclusion Bodies 
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 براي بيان مورد استفاده قرار مي گيرند، سويه هاي طور معموله  كه بE. coliسويه هايي از     

BL21 و  K12بيماري توسط آنها در  و مشتقاتشان هستند كه همگي غير بيماريزا بوده و ايجاد 

ي غلبه بر مشكلات مربوط به بيان پروتئين، سويه ها به منظور. ميزبان بعيد مي باشد

سويه هايي كه به منظور تسهيل تشكيل پيوندهاي  جمله ازاختصاصي بيشماري ايجاد شده اند؛ 

 .Eن هايي كه در و كدپروتئازي، بيان ژن هاي مصرف كنندةدي سولفيدي، كاهش فعاليت 

coli5(  پروتئين اصلاح شده اند2كارآمدتر خوردگي بوده، همينطور متابوليسم و تا1 نادر(.  

 مناطق راه  يك كاست بياني در بردارندةدر آن بايد راي توليد يك پروتئين، ژن كدكنندةب    

  .)5( پروتئيني قرار داده شودوردةآ فرم نسخه برداري و همچنين ترجمةاندازي و تنظي

  

 قوي و قابل تنظيم 3 آغازگرهايان ژن به وسيلةبي -1-2-2-2 

 قوي و قابل تنظيم در ي كارآمد، حضور يك ترادف آغازگرحداقل نياز براي يك سيستم بيان    

 RNA قوي داراي ميل تركيبي بالايي نسبت به يك آغازگر. ژن كلون شده مي باشد 4فرادست

به ميزان زيادي نسخه   مجاور6 فرودست منطقة˝غالبا و اين باعث مي شود كه 5پلي مراز بوده

محقق را قادر مي سازد تا ميزان نسخه نيز ، سلول و توانايي تنظيمي آغازگر. اري شودبرد

، به صورت E. coli 7مربوط به اپرون لاكتوزآغازگر . برداري را با يك روش دقيق كنترل كند

بهرحال، آغازگرهاي . ته استقرار گرف بياني مورد استفاده ةوسيعي در مورد ژن هاي كلون شد

  ).33( اي ويژگي هاي خاصي براي كنترل بيان مفيد مي باشندديگري نيز وجود دارند كه دار

ممكن است تصور شود كه يك روش خوب براي بهينه سازي بيان ژن كلون شده، وارد      

 را به  نسخه برداري˝ كه دائماي قوي است و تحت كنترل آغازگرپلاسميدكردن آن داخل يك 

                                                
1 rare 
2 more efficient 
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4 upstream 
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6 downstream 
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اما توجه به اين نكته ضروري است كه، بيان زياد و مداوم يك ژن كلون شده . راه مي اندازد

 براي سلول ميزبان مضر مي باشد زيرا با كاهش انرژي باعث صدمه زدن به وظايف حياتي ˝غالبا

 ˝ حامل ژن كلون شده اي كه دائماپلاسميدبعلاوه، تمام يا بخشي از . سلول ميزبان مي گردد

چندين چرخه تقسيم سلولي از دست برود چرا كه سلول هاي  بيان مي شود ممكن است بعد از

ناپايداري .  سريع تر رشد كرده و سرانجام در محيط كشت غالب مي شوندپلاسميدفاقد 

 ژن كلون شده در يك ؤثر فرآوردةي، مشكل بزرگي است كه ممكن است از توليد مپلاسميد

براي غلبه بر اين مشكل، بهتر است كه نسخه برداري به صورتي . مقياس وسيع، جلوگيري كند

 ميزبان و همچنين  رشد سلول ويژه اي از چرخةده تنها در مرحلةكنترل شود كه ژن كلون ش

 تفاده از يك آغازگردست يابي به چنين مقصودي تنها با اس.  ويژه بيان شودتنها در يك دورة

انجام چنين وظيفه اي ساخته  كه به منظور  هاييدپلاسمي. قوي قابل تنظيم ميسر مي شود

 ).33(شده اند، حامل هاي بياني ناميده مي شوند 

  

  pET1 سيستم -1-2-2-2-1

قدرتمندترين سيستمي كه تا حال حاضر به منظور همسانه سازي و بيان پروتئين هاي     

اين نوع در . مي باشد) 2شركت نواژن (pET طراحي شده سيستم E. coliنوتركيب در 

 پرقدرت ترجمة) به طور اختياري(ونويسي و ها ژن مورد نظر تحت كنترل توالي هاي رپلاسميد

 پلي مراز در T7RNA قرار مي گيرد و بيان توسط فراهم آوردن ذخيره اي از T7باكتريوفاژ 

 KD 98 پلي پپتيدي است كه حدود T7 پلي مراز RNAآنزيم . سلول ميزبان القاء مي گردد

. نمايد  اختصاصي خود را شناسايي مي نمايد و رونويسي را آغاز ميآغازگربه طور ويژه بوده و 

 E. coli پلي مراز RNA را هشت مرتبه سريعتر از RNAاين آنزيم بسيار فعال بوده و زنجيره 

  .در اين سيستم بيان مي گردندامروزه بسياري از پروتئين هاي نوتركيب ). 89(كند طويل  مي 

                                                
1 Plasmid for Expression by T7 RNA Polymerase 
2 Novagen 
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  .E. coli براي بيان پروتئين هاي نوتركيب در (+)pET 26b  بياني مشخصات حامل2 -1  شكل        

  

 و مشتقات ند معرفي شد1986 و همكاران در سال Studyier ابتدا توسط pET هاي حامل

، تشخيص و 1 اي به منظور تسهيل بيشتر همسانه سازيجديد آن داراي صفات تشديد شده

  )87 (ين هدف مي باشدخالص سازي پروتئ

 ,HB101 HMSI7ميزبان هاي باكتريايي مناسب جهت كار همسانه سازي، سويه هاي     

DH5α, NovaBlue و JM109 از باكتري E. coli مي باشند، كه همگي آن ها فاقد ژن 

T7RNAپلاسميد ˝جهت توليد پروتئين نوتركيب، معمولا.  پلي مراز مي باشند pET نوتركيب 

 پلي مراز را دارا مي باشند، T7RNA كه يك كپي كروموزومي از ژن E. coliايي از به سويه ه

هستند، ) يك مشتق فاژ لامبدا (DE3 هاي باكتريوفاژ 2اين ميزبان ها ليزوژن. منتقل مي شود

مي   lacUV5آغازگر پلي مراز تحت كنترل T7RNA و ژن lacIكه داراي يك قطعه حاوي ژن 

 براي هر DE3 ،اينتگرازبه علت غير فعال شدن ژن .  داخل مي گرددintاين قطعه در ژن . باشد
                                                
1 Cloning 
2 lysogen 


