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  5/7/1388: تاريخ پذيرش              16/6/1388: تاريخ دريافت

  چكيده

شـكل صـحيح   اين پـروتئين  ،  hbFGF)( فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي انساني   پروتئين نوتركيب  در طي توليد  
 انكلـوژن   ، پروتئينـي  اين تجمع  .كند لاسم سلول رسوب مي    در سيتوپ  شكل نامحلول دست داده و به      فضايي خود را از   
 يكي از مشكلات اساسي در توليد پروتئين ،تجمع پروتئيني. فعال استيرغ ،از نظر بيولوژيكي كه شود بادي ناميده مي

هـاي   ، از ميـان راه  E.coliدر بـاكتري hbFGF افزايش فرم محلول  كاهش انكلوژن بادي و منظورهب. ركيب استتنو
زي انـساني را مـورد ارزيـابي قـرار     ، با فاكتور رشد فيبروبلاسـتي بـا   ها  چاپرون تركيبات مختلف بيان همزمان   ،  لفمخت
بيـان همزمـان    ،pET-1008 بـه همـراه  pG-Tf2 وTF-16 هر يك از پلاسـميدهاي   جداگانهترانسفورم. دهيم مي

 هـاي  با تكنيـك hbFGF نامحلول ل ومحلو اي  بخشه مقايسه، توسط سونيكاسيون، ليز سلوليhbFGFها و  چاپرون
SDS-PAGE، Western Blotن چاپروكهداد نتايج نشان  . و الايزاTrigger Factor (TF)  باعـث  ،به تنهايي 

 تنهـا باعـث افـزايش فـرم     ، نـه Gro EL در تركيب بـا اين چاپرون كه  در صورتي، شود مي  محلولhbFGFافزايش 
 كند تقويت مي  را Gro ELبهپروتئين هدف اتصال  TFروند  .كند يه مي تجز راپروتئين هدف بلكه ،شود محلول نمي

 بيـانگر  ،نتايج .شود  hbFGF فولدينگ باعثتواند   ميبه تنهايي TF كه شود، در صورتي ميhbFGF  تجزيهسبب  و
   .اين پروتئين است و افزايش حلاليتhbFGF  بر فولدينگTFتاثير مثبت چاپرون 

  
  ، انسانE.coli، فاكتور رشد فيبروبلاستي،  Tig، چاپرون Gro EL/Tig اپرونچ :واژه هاي كليدي

  
  مقدمه

فاكتور  به دليل امكان تهيه مقادير بسيار ناچيز
از منابع  )hbFGF(رشد فيبروبلاستي بازي انساني 

 طبيعي و با توجه به كاربرد اين فاكتور در تحقيقات
هاي  ي، پژوهشباليني، علوم پايه و صنايع داروي

 اين فاكتور به صورت عددي در زمينه توليدمت
   .نوتركيب صورت گرفته است

FGF2 ،  ــك ــه ايزوالكتريـ  pI=9.6داراي نقطـ
آمينـه    اسـيد  155ساز اين فـاكتور شـامل         پيش. است
 تـشكيل   اسـيدآمينه 146از ولي فـرم فعـال آن      ،است

 Sheet – زنجيــر بتــا 12 از FGF-2 . شــده اســت
 وجـود چنـد     .است صورت آنتي پارالل تشكيل شده     هب

ــدون  ــت در CUGك ــروع   فرادس ــلي ش ــدون اص  ك
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AUG       باعث ترجمه چندين ايزوفرم ديگر ،FGF-2 
 mRNAبـــا وزن مولكـــولي بـــالاتر، از يـــك نـــوع 

هاي   يعني ايزوفرم  bFGFايزوفرم سنگين    4.شوند  مي
K D 34 ,24 ,5/22 ,22  تـرادف داراي nuclear 

localizingهستهبه داخل   را   كه اين فاكتور     هستند 
 فاقـد  KD 18در حالي كه ايزوفـرم     . كنند هدايت مي 

سم، محل تجمع و فعاليـت       بوده و سيتوپلا   ترادفاين  
 KDايزوفـرم   فعاليت  ها روي      بيشتر گزارش  .استآن  
داراي طيف عمل FGF-2 در واقع . است متمركز 18

 كه  استهاي مختلف     ها و بافت   اي روي سلول     گسترده
 رمـورد نظ ـ    سيتوپلاسـمي  در اين تحقيق نيز، ايزوفرم    

  . است
فاكتور رشـد    پروتئين نوتركيب اين  در طي توليد    

، اين پـروتئين    hbFGF)(فيبروبلاستي بازي انساني    
شـكل  شكل صحيح فضايي خود را ازدست داده و بـه           

 ايـن   .كنـد   در سيتوپلاسم سلول رسوب مـي      نامحلول
شود كـه از     ، انكلوژن بادي ناميده مي    تجمع پروتئيني 

  ).1-6 (وژيكي غيرفعال استنظر بيول
-electro(الكترودنـسي   هـا ذرات     بادي  انكلوژن

dense (كــه هــم در سيتوپلاســم و هــم در  هــستند
 افـزايش  جريـان در  ، E.coliفضاي پري پلاسـميك  

گونه  اينو   شوند هاي نوتركيب ايجاد مي    بيان پروتئين 
هــاي  پــروتئينبــا بيــان بــالاي   كــهشــود تــصور مــي

 ها اين پروتئين  ،هيدروفوبهاي   ينرطبيعي و پروتئ  غي
 دكنن  مي تجمع پيدا در سلول   به صورت انكلوژن بادي     

)5(.  
 انكلـوژن  اي مختلفي جهت كاهش توليـد     ه روش

 توان كـاهش   مي از جمله    كه استفاده شده است     بادي 
هـاي   اسـتفاده از پـروتئين     ،هـا  سرعت سنتز پـروتئين   

 ، شـرايط مـساعد    فيوژن، موتاسيون در پروتئين هدف    
  را نام برد   هاي مولكولي  كشت و بيان همزمان چاپرون    

)7،6،1(.   
  افـزايش فـرم محلـول    به منظور در اين تحقيق

hbFGF  در بــاكتري توليــد شــدهE.coli از ميــان ،
 تركيبـات مختلـف   بيان همزمـان     ،هاي موجود  حل راه

 ر رشد فيبروبلاسـتي بـازي انـساني        با فاكتو  ها چاپرون
 ،نهـاي چـاپرو    مولكول.  است هگرفت مورد ارزيابي قرار  

ــروتئين ــده  پ ــظ ش ــاي حف ــستند  ه ــاير  اي ه ــه س ك
 .در مـي آورنـد  ها را به شكل مناسب فـضايي      پروتئين

هاي هيدروفوب را روي  ، قسمتها در واقع اين مولكول   
هــايي كــه شــكل مناســب فــضايي ندارنــد،  پــروتئين

  .)8(كنند  شناسايي مي
د كـه   نها وجود دار   خانواده از اين پروتئين   بيست  

شـان در    ، عملكـرد و جايگـاه     وزن مولكولي، ساختمان  
هـا بـه طـور        ميزان اين پروتئين   .، متفاوت است  سلول

يجـه شـوك حرارتـي افـزايش        اي در نت   قابل ملاحظـه  
ث محافظـت سـلول در برابـر     باع ـاين امـر     كه   يابد مي

  .)10،9 (شود حرارت مي
، از ها جهت بررسي ميزان تاثير هر كدام از چاپرون    

لاسميد با دو تركيب چاپروني متفـاوت اسـتفاده         پ دو
هـاي   و با بيان همزمان تركيبات مختلف چـاپرون        شد

GroEL/Tig   و Tig   بلاسـتي  رشـد فيبرو   فاكتوربا 
 ، در نظر داشـتيم اشرشياكلي باكتري بازي انساني در

كـاهش يـا افـزايش      تاثير اين تركيبـات را در جهـت         
حلول ، فـرم محلـول و فـرم نـام         ميزان كـل پـروتئين    

  .  بررسي كنيمهدفپروتئين 
  

  ها مواد و روش
اين پلاسميد با وزن مولكولي  :pTf16 وكتور
5kbp،  ناقل ژنtrigger factorژن مورد .  است

 araB ، تحت كنترل پروموتورنظر در اين پلاسميد
آرابينوز القا -L اين چاپرون نيز با افزودن .است
. استشود و داراي ژن مقاومت به كلرآمفنيكل  مي

 نشان داده شده )1(ساختار اين پلاسميد، در شكل 
  .است

  
  .pTf16   ساختار پلاسميد بياني-1شكل 

اين پلاسميد با وزن مولكولي  :pG-Tf2 وكتور
8.3kbp، ژن  علاوه برtrigger factor،  داراي ژن
هاي مورد نظر  ژن.  نيز هستgroEL/ES  چاپرون

 Pzt 1، تحت كنترل پروموتور در اين پلاسميد
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 ء القاسايكلينابا افزودن تتر ها اين چاپرون. هستند
شوند و داراي ژن مقاومت به كلرآمفنيكل نيز  مي

 نشان داده 2ساختار اين پلاسميد، در شكل . هستند
  .شده است

  
  . pG-Tf2ساختار پلاسميد بياني  -2شكل 

  
كـه در    ،cDNA-hbfgfژن   :pET-1008 روكتو

ايـن  .ن شـده اسـت       كلـو  pET-22b بيانيپلاسميد  
  . خريداري شد Novogeneپلاسميد از كمپاني

  
ترانسفورم نمودن همزمان پلاسميدهاي چاپرون     

  pET-1008همراه با ساختار بياني 
  وpTf16(هـا   كننده چاپرون پلاسميدهاي بيان

(pG-Tf2  ياز كمپان TAKARA   خريـداري   ژاپن
ــد ــنو از  cDNA-hbfgf  .ش ــاهارو س ــط ماس  توس

جهـت   .گرديـد تهيه و ارسال   ،  اماي ژاپن دانشگاه اوكاي 
 دهايو انتقـال پلاسـم      مستعد يها  سلول آماده نمودن 
 ابتـدا  ،OrigamiB (DE3) هـاي  سـلول بـه داخـل   

 وشـد   يد كلـسيم قـرار داده       كلردر مجاورت    ها سلول
مقـدمات ورود پلاسـميدها      ي، شـوك حرارت ـ   سپس با 

)(pET-1008     به همـراه pTf16    يـا pG-Tf2   بـه 
بدين صورت كه كلـسيم     . ا فراهم گرديد  ه داخل سلول 

 و رســوب آن روي ســلول  DNAموجــب اتــصال  
 42 رف ديگر با تغيير درجه حرارت تـا       شود و از ط    مي

 بـه درون سـلول      DNA بـه ورود     ،گـراد  درجه سانتي 
هـر   افـت يكه موفق به در    ييها يباكتر .كند كمك مي 

 به ت ژن مقاوم وجود به علت، شده باشندديپلاسمدو 
،  و كلرامفنيكـل موجـود در پلاسـميدها        نيليس ـ يآمپ
ــ ــ هب ــشت لهيوس ــروي ك ــارLB طي مح ــاوي  ، آگ ح
  .)11(شوند  مي غربال و كلرامفنيكل نيليس يآمپ

  
 در hbFGFها و   و بيان همزمان چاپرونالقا

   E. coli سلول 
د چاپرون و ساختار يهاي حاوي پلاسم باكتري

 LB محيط كشت ml 5 در pET-1008اني يب
 50)نيليس  و آمپي(20mg/ml)كل يامفنحاوي كلر

mg/ml)  در دماي ˚C37كشت داده شدند . 
آرابينوز -L (هاي چاپرون ان مولكوليهاي ب القاكننده
ها، به  كيوتيب از ابتدا، همزمان با آنتي) يكلينايا تتراس

طبق پروتكل استفاده از اين  (ط كشت افزوده شديمح
 5/0 به حدود A600 در ODوقتي ). پلاسميدها

هاي واجد هر  ، سلول) ساعت3بعد از حدود ( رسيد
د يراي تولب mM 1/0 IPTG وسيلة هد بيدو پلاسم
hbFGFانكوباسيون  ساعت بعد از القا5 . شدند القا ،

 دقيقه، 1(وژ يوسيله سانتريف هها ب متوقف و سلول
rpm 6000 (سپس بافر. رسوب داده شدند PBS به 

براي شكست و  sonicationو عمل شد  آن اضافه
  .ها انجام گرديد ليز سلول

  
  استخراج و آناليز پروتئين سلولي 

هاي القا شده، در بافر  رسوب سلول
)7/4PBS(pH= حاوي µg/ml 250،ليزوزيمMm 
،  (PMSF)فنيل متيل سولفونيل فلورايد 1/0

EDTA 1Mmو  MgCl2 Mm 5/0  مخلوط و
 دقيقه در يخ 30 ، به مدتسوسپانسيون حاصل

 ساعت، سوسپانسيون 3گذشت بعد از .  شدنگهداري
 ثانيه سونيكه 30  به مدت مرتبه و هر بار3 سلولي

 كه بعد از سونيكاسيون به دست  رامحصولي. شد
نامند كه مخلوطي از  مي  فراكشن كل پروتئين،آيد مي

هاي  هاي محلول در سيتوپلاسم و پروتئين پروتئين
ي جدا برا .استل مثل ذرات انكلوژن بادي غيرمحلو

 هاي غيرمحلول  از پروتيئنهاي محلول كردن پروتئين
 10 به مدت rpm 10000 وژ با دورياز سانتريف

 كل بخش سپس به بررسي .دقيقه استفاده شد
مراه فراكشن محلول و نامحلول ه پروتئين به

 2منظور آناليز تاثير بيان همزمان  هب .پرداختيم
حلاليت روي هاي چاپرون  ت از مولكولوتركيب متفا

، از تكنيك  (hbFGF)و پايداري پروتئين هدف
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SDS-PAGE و ELISA ) كيت الايزاي
  نيز)R&D ساخت شركت hbFGFاختصاصي 

  . داده شاستف
  

   وسترن بلاتينگ
هاي  آنزيم(  Towbinبر اساس متد اين تكنيك 

  .)12( صورت گرفت )Sigmaاختصاصي شركت 
  

 Enzyme Linked) الايزا
Immunosorbent Assay, ELISA)  

 توليد شده hbFGFتر  گيري دقيق اندازهجهت 
، از تكنيك رم محلول و نامحلول و پروتئين كلبه ف

 ساخت hbFGFكيت الايزاي اختصاصي (الايزا 
  .ستفاده شدا) R&Dشركت 

   
  نتايج
در pG-Tf2  وTF-16پلاسميد  حضور تاييد

 و Bgl II با آنزيم محدود الاثربه ترتيب سلول 
Nde I   
در شروع كار ،  pG-Tf2وTF-16 هايسميدپلا

 داخل باكتري به ،هر كدام به طور جداگانه
)Origami (DE3  ،بايست كه ميترانسفرم شد 

  .گرفت مورد ارزيابي اوليه قرار مي
د، محصول نباش در داخل سلول هاپلاسميداگر 

 وTF-16 براي5000bp  هضم آنزيمي، يك قطعه
 است pG-Tf2 پلاسميدبراي  8300bpيك قطعه 

  .شود  ملاحظه مي3شكل كه در 

  
  .مولكولياوزان  :3 ستون ،Nde I باpG-Tf2 هضم آنزيمي  :2 ستون ،Bgl II با TF-16هضم آنزيمي  :1 ستون -3 شكل

  
در سلول  hbFGF و tigبيان همزمان چاپرون 
Origami B (DE3) ميزان و مقايسه hbFGF 

-SDS توسط تكنيك  توليد شدهمحلول و نامحلول
PAGE  بعد از تهيه سلول مستعد، دو

 tigحامل ژن ( pET-1008و pTF-16 پلاسميد 
 Origami B (DE3) سلول به داخل )hbfgfو 

هاي  سلولبا كشت . ندشدترانسفورم 
آگار حاوي  LBترانسفورم شده روي محيط 

هاي حامل  سيلين و كلرامفنيكل، سلول آمپي
  سپس با كشتشده و غربال ،هر دو پلاسميد

 مايع، القاي LB محيط 5ml  كلني در يك تك
با   به ترتيبhbFGF و trigger factorبيان

 . صورت گرفتIPTGآرابينوز و – L افزودن
، hbFGFزمان كافي جهت بيان گذشت بعد از 

 نكل پروتئيبخش جداسازي  ،ها با ليز سلول
 = Total proteins )عصاره سلولي(سلول 

T.Pنمودن عصاره با سانتريفيوژ . انجام شد
 10مدت  ه و ب13000rpm دور درسلولي 

جدا و ، و بخش نامحلول محلولبخش ، قهيقد
 توسط ها  موجود در اين بخشhbFGFميزان 
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  .شدو الايزا با هم مقايسه  SDS-PAGEتكنيك 

  
     ب                                       الف                                                  

مقايسه ) الفعصاره سلول : Tبخش نامحلول عصاره سلول، : Inبخش محلول عصاره سلول، : SDS-PAGE .S -4شكل 
هاي محلول و  مقايسه بخش)ب، pET-1008 و pTF16هاي حاوي پلاسميدهاي  هاي محلول و نامحلول عصاره سلول بخش

  . به تنهاييpET-1008هاي حاوي پلاسميد  محلول عصاره سلولنا
  

ميزان  ،شود مشاهده مي 4 شكلطور كه در  همان
hbFGF هاي حاوي  در بخش نا محلول عصاره سلول

.  استبالا به تنهايي pET-1008پلاسميد 
به  Trigger factor مانزهمكه با بيان  درحالي

حلول  بيشتري در بخش مhbFGF، ميزان بالا
با  ، در عين حالگردد و عصاره سلولي مشاهده مي

شاهد كاهش در بخش نا محلول،  hbFGFكاهش 
  . )4 شكل(  سلول هستيمعصاره در hbFGF  ميزان

  
-tig / GroELبيان همزمان تركيب چاپروني 

ES باhbFGF هاي  و مقايسه بخش در سلول
   SDS-PAGEمحلول و نامحلول توسط 

-pG  بعد از تهيه سلول مستعد، دو ساختار
Tf2 وpET-1008 حامل ژن tig/ GroEL-ES  و
  OrigamiB(DE3)سلول به داخل ،hbFGFژن 

ليتري كشت داده   ميلي5 مايع  LBترانسفورم و در
   .ندشد

توسط  pG-Tf2بيان پلاسميد بعد از 
 توسطpET-1008  پلاسميد تتراسايكلين و

IPTG،  كل پروتئيني بخش جداسازيTotal 

proteins = T.P،  و بخش نامحلول  محلولبخش
ميزان  SDS-PAGEيك وسيلة تكن هبانجام شد و 

همچنين حضور هر دو و  گرديد مقايسه ،بيان
  .پلاسميد در سلول تائيد شد

، با شود مشاهده مي) 5(شكل همانطور كه در 
 توجه به شدت رنگ باند، ميزان بخش نامحلول

hbFGF در تستSDS-PAGEكه  ، در زماني
hbFGFشود، بالا است  به تنهايي بيان مي .  

-tig/ GroELاپرونيبيان همزمان تركيب چ

ES  و فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي انساني 
نه تنها باعث افزايش حلاليت و كاهش بخش 
نامحلول نشده است، بلكه موجبات تجزيه 

 را نيز فراهم آورده است، به hbFGFپروتئين
ژل تشكيل شده،  كه هيچ باندي روي  طوري

دهد اين تركيب  ديده نشد كه نشان مي
 اثر منفي بر روي پروتئين چاپروني داراي

  .مورد نظر بوده است
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  ب                                                   الف                
) عصاره سلول مقايسه الف: Tبخش نامحلول عصاره سلول، : Inبخش محلول عصاره سلول، : SDS-PAGE .S -5شكل 

هاي  مقايسه بخش) ب. pET-1008 و pTF16هاي حاوي پلاسميدهاي  هاي محلول و نامحلول غصاره سلول مقايسه بخش
  . به تنهاييpET-1008هاي حاوي پلاسميد  محلول و نامحلول عصاره سلول

  
 دست آمده از وسترن بلاتينگ هنتايج ب

هايي كه در مرحلة قبل در داخل ژل  پروتئين
SDS-PAGE به لحاظ اندازه از يكديگر جدا شده 

لتاژ الكتريكي روي كاغذ  از وبودند، با استفاده
ج نتاي. انتقال داده شدند) µm2/0 سايز (سلولز نيترو

  .  آمده است)6 (شكلحاصل از وسترن بلاتينگ در 

 
 :3ستون، pET-1008/TF-16 :2 ستون ،OrigamiB(DE3)  pET-1008:1 ستون . آناليز وسترن بلاتينگ-6شكل 

hbFGF 4ستون، استاندارد:  pET-1008/pGTf-2.  
  

  مقايسه ميزان بيان پروتئين با استفاده از الايزا
 با استفاده از آزمايش الايزا كه داراي حساسيت

 و SDS-PAGEهاي  بسيار بالاتري نسبت به تست
. دست آمد ه بتري دقيقوسترن بلاتينگ است، نتايج 
  دست آمده از سنجش هدر ابتدا با استفاده از ارقام ب

OD450 نمونه استانداردhbFGFهاي   در غلظت
سپس . مختلف، يك منحني استاندارد ترسيم گرديد

ها در   سوش تك تك حاصل ازOD450با قرار دادن 
دارد، عددي به دست آمد كه با منحني استان
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  ).1جدول( مشخص شدهورمون براي هر يك ، مقدار كردن آن در مخرج كسر رقت هر نمونه ضرب
  

  .انتايج حاصل از آزمون الايز - 1 جدول
Volume(mg/l culture) OD (450) nm Dilution rate Expression system 

Soluble-Insoluble Fraction 
250 0.731 1/10000000 Origami B (DE3)/pET-1008/Insoluble 
22.07 0.656 1/1000000 Origami B (DE3)/pET-1008, pTf16/Insoluble 

0.00 0.502 1/100000 Origami B (DE3)/pET-1008, pGtf2/Insoluble 
20.6 0.663 1/1000000 Origami B (DE3)/pET-1008/ Soluble 
92 0.320 1/1000000 Origami B (DE3)/pET-1008, pTf16/Soluble 
0.00 0.00 1/100000 Origami B (DE3)/pET-1008, pGtf2/Soluble 
0.00         0.00  1/10000 Origami B (DE3)/pET-1008 

negative control 
  

  .hbFGF  در يك ليتر از محيط كشت سلول حاوي پلاسميدهاي چاپرون وhbFGFمقادير دقيق سنتز  - 2 جدول
Volume(mg/L) OD (450)nm Dilution rate Expression system 
266 0.761 1/10000000 Origami B(DE3)/pET-1008 
110 0.632 1/1000000 Origami B (DE3)/pET-1008, TF-16 
0.00 0.502 1/100000 Origami B (DE3)/pET-1008, pG-Tf2 

0.00 0.00 1/10000 
Origami B (DE3)/pET-1008 
Negative control 

  
 hbFGFلول و نـامحلول     حهاي م   بخش مقايسه

-pET-1008,TF حاوي پلاسميد هاي   سلول در
   با استفاده از الايزا16

 زمون الايزادست آمده با استفاده از آ هنتيجه ب
، TF-16 يابغدهد كه ميزان حلاليت در  شان مين

20.6 mg/L  است كه اين ميزان در حضور چاپرون
tig، 92 mg/L است.  

  حلاليتميزان(حلاليت درصد طور كلي  به
hbFGF افزايش  %83به  %7از  )به پروتئين كل

  حلاليت در اين نتيجه گرفتتوان  كه ميداشته است
  .ايش يافته استسيستم چاپروني افز
/266 = %7 20.6 soluble hbFGF/ 

total hbFGF×100:  :  پروتئين حلاليتدرصد 
hbFGFكننده   در سيستم بيانhbFGFبه تنهايي  

soluble hbFGF/ total hbFGF×100: 
 در hbFGF حلاليت درصد: %83=92/110

  TFچاپروندر حضور  hbFGFكننده  سيستم بيان
 266 پروتئين كل از  مقدار،از سوي ديگر. است

mg/Lبه  mg/L 110كه نشان  كاهش داشته است 
، پايداري پروتئين هدف، كم شده  در كلدهد مي

  .است
  

  
 hbFGFلول و نـامحلول     حهاي م  بخش مقايسه

 ,pET-1008هـاي حـاوي پلاسـميد    سلول در
pG-Tf2با استفاده از الايزا   

 دست آمده با استفاده از آزمون الايزا هنتيجه ب
، pG-Tf2 در غياب دهد كه ميزان حلاليت  مينشان

20.6 mg/L است كه اين ميزان در حضور چاپرون 
GroEL-ES ,tig 0.0 mg/Lتوان  مي.  است

ها باعث  نه تن،نتيجه گرفت كه اين تركيب چاپروني
سبب تجزيه پروتئين  بلكه فولدينگ پروتئين نشده،

 soluble 7%=266/ 20.6 .مورد نظر شده است
hbFGF/ total hbFGF×100:  : درصد حلاليت 

 به hbFGF كننده در سيستم بيانhbFGF پروتئين
 soluble hbFGF/ total 0.00=0.0/0 تنهايي

hbFGF×100::  درصد حلاليتhbFGF در 
 در حضور چاپرون hbFGFكننده  سيستم بيان

GroEL-ES ,tigاست .  
  

  بحث
 از منابع hbFGF كم مقادير علت توليدبه 
 كاربردبا توجه به هاي حيواني و  افتمثل ب طبيعي

 عتصن ،علوم پايه كلينيكي،در تحقيقات  فاكتوراين 
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ها،  در درمان زخماين فاكتور  فوايد و همچنين دارو
هاي پوستي مثل  ، بيماريهاي مغز استخوان آسيب

پيوند هاي معده، ايسكمي مغزي،  اسكلرودرما، زخم
 در تحقيقات فراواني، رگ و بازسازي عدسي چشم

 صورت نوتركيب انجام بهاين فاكتور  توليد زمينه
  .)13،7-15( پذيرفته است

 و افزايش محصول يك پروتئين نوتركيب
و همچنين كاهش ميزان  دستيابي به ساختار صحيح

، هميشه پروتئين هدف در سلول در طي توليدرسوب 
بدين . استخود معطوف ساخته  ذهن محققين را به

هاي   روشر و با پيشرفت اخيهاي  سالمنظور طي
افزايش  براي متعددي هاي روش، مهندسي ژنتيك
ها  از جمله اين روش. ابداع شده استميزان حلاليت 

استفاده از  ،ها سنتز پروتئينكاهش سرعت 
، هاي فيوژن، موتاسيون در پروتئين هدف پروتئين

هاي  شرايط مساعد كشت و بيان همزمان چاپرون
  .)6( استمولكولي 

ها به  ه از روش بيان همزمان چاپروناستفاد
 هاي وجود آوردن شكل صحيح پروتئين همنظور روند ب

وب هنوز در مرحله ، با وجود كارايي خنوتركيب
  ).16(آزمون و خطاست 

Takashi Yuraاثر چاپرون ، 1999  در سال
TFموش اندوستاتين  روي را )endostatin(  مورد

 ،TF ن بالايبا بيامشخص شد  ند كهدادبررسي قرار 
توليد شده و اين  محلول م بيشتر به فراندوستاتين

ان آن به فرم نامحلول همراه زمي با كاهش ،افرايش
روي پروتئين  trigger factorتاثير  ).17( بود

كننده اكسيژن  پروتئين تنظيم(، ORP150 نوتركيب
كه  شدهبررسي توسط همين محقق نيز  )انساني

 و  روي فولدينگTFثبت دهنده تاثير م نتايج، نشان
  ).17( استمحلول توليد اين پروتئين به فرم 

روي  TF از تاثيرنيز همين نتيجه  پروژه اين در
hbFGFباره  اين محقق در نتايج با كه دست آمد ه ب

ين ت نوتركيب  اندوستاهاي پروتئين روي TFتاثير 
 به دهد،  همسويي نشان ميORP150موش و 

 ،SDS-PAGE نيكتك  با در بررسيكه  طوري
hbFGF  بيشتر به فرم محلول توليد شده و 

ان آن به فرم زبا كاهش مي، ايشز اين افهمچنين
  .محلول همراه بودنا

روي ،  TF كه چاپروندهد  مي اين امر نشان
ين به فرم محلول تاثير  و توليد اين پروتئفولدينگ

  .مثبت دارد
الايزا نيز  وبلاتينگ وسترن  هاي نتايج آزمايش

كه   طوري به،  بودSDS-PAGEنتايج كننده  ائيدت
 افزايش 83% به 7% از ،hbFGF حلاليتدرصد 
  .داشت

 GroELباTF  اما در مورد تركيب چاپروني

روي اثر اين تركيب را ،  محققين مذكور،
 و دندمورد ارزيابي قرار دا ين موشتاندوستا

، باعث ند كه اين تركيب چاپرونيمتوجه شد
 شود ميندوستاتين موش اافزايش حلاليت 

)17(.  
نگ  در فولديTFاز طرفي مشخص شد كه 

 اين ،نپروتئين نقش دارد و علاوه بر آ
تواند اتصال   ميGroELچاپرون همراه با 

GroEL ا باعث ي به سوبسترا را تقويت كند
 شود مي آن  تجزيهفولدينگ پروتئين و يا

)17(.  
 ، تركيبين با استفاده از هميناين محقق

 بررسي ORP150پروتئين آن را بر  تاثير
 كه پروتئين مورد نظر ند و متوجه شدندكرد

اين نتيجه نشان . استفرم محلول به بيشتر 
در جلوگيري از GroEL-ES   وTFداد كه  مي

با يكديگر  ، در شرايط آزمايشORP150تجمع 
  .)17(كنند  همكاري مي

، نتايجي همسو با نتايج اما در اين مطالعه
Takashi Yuraتركيب كه  به طوري، دست نيامد ه ب

 نه تنها باعث افزايش ،GroELو TF  چاپروني
پروتئين را تجزيه اين ، بلكه نشد hbFGF حلاليت

عملاً نيز  SDS-PAGE ها توسط در بررسي. كرد
محلول و بخش كل پروتئين ديده بخش  باندي در

يزا نيز الاو وسترن بلاتينگ نشد و نتيجه حاصل از 

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


 1387زمستان / 4شماره / 3جلد » دانش زيستي ايران« پژوهشي -فصلنامه علمي
 

 37

كه   به طوري. بود SDS-PAGEده نتايج كننتائيد
  .صفر كاهش داشتبه  7%حلاليت از  درصد

  
  گيري نتيجه

 TF-16توان عنوان كرد، پلاسميد  در مجموع مي
با بيان همزمان با  ،استTF كه شامل ژن چاپرون 

hbFGF باعث افزايش حلاليت پروتئين مورد نظر و ،
  .شود بادي در سلول ميزبان مي  ميزان انكلوژنكاهش 
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