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  چكيده
در . دارد اكلييشياشر درآنها ان يزان بيبر م بالايي   ريتاث ترمينال ژن پروتئينهاي نوتركيب      -Nتوالي  : هدفزمينه و   

 طراحـي   GCترمينـال ژن و كـاهش محتـواي         -Nبازآرائي ناحيه   جهت بررسي اين مهم، پرايمر طويلي را بمنظور         
  .نموديم

 را بعنـوان الگـو در اختيـار    )  قـرار داده شـده  pET-22b كه در  pET-1006) cDNA-hbfgf  ما:روش بررسي
 Site  روشتوســط  cDNA-hbfgf ازN-terminal در ناحيــه GCدهاي يــكــاهش درصــد نوكلئوت. داشــتيم

Directed Mutagenesis  ميزان بيان  .  شد انجامتغيير نوكلئوتيدها بدون تغيير در اسيدهاي آمينهباhbFGF 
 densitometry   SDS-PAGE ،Westernبا استفاده از تكنيـك هـاي  توليد شده توسط ژن موتانت و وحشي 

Blot و ELISA  ندازه گيري شدا.  
  در مقايسه با ژن وحشي  ژن موتانت، توسطhbFGFبيان زان يج بدست آمده نشان مي دهد كه مي نتا :يافته ها

 براي mRNAتوان به كارآمدي  اين اختلاف فاحش در ميزان بيان ژن موتانت و وحشي را مي  .افزايش يافته است
  . ترجمه ارتباط داد

داري ينال، باعث كاهش پاي ترمNه ي در ناحGC محتواي كه كاهش  نشان مي دهد اختلافاين:  نتيجه گيري
  .د ترجمه مي گردديه و تشديساختارهاي ثانو
     ان پروتئينهاي نوتركيب، فاكتور رشد فيبروبلاستي بازيي، بGCي ژن، محتواي ئبازآرا: واژه هاي كليدي

 
  

  مقدمه
 basic و يــا FGF-2 يــا 2فــاكتور رشــد فيبروبلاســتي 

Fibroblast Growth Factor (bFGF)   يـك عامـل 
ده كـه    بـو  (heparin-binding)رشد متصل به هپـارين      

يك ايزوفرم سيتوپلاسمي با وزن  .باشد  ايزوفرم مي5داراي 
اي بـا وزنهــاي    و چهــار ايزوفـرم هــسته KD 18مولكـولي  

ــالاتر   ــولي ب ــاكنون ) KD 34 ,24 ,5/22 ,22(مولك آن ت
  اين عامل رشد داراي نقشهاي متعدد ). 1(اند شناسايي شده

  

  
   و  (angiogenic)زايـي      ، رگ  (motogenic)موتوژنيك  

در . باشـد   در سلولها و بافتهاي مختلف مي      (survival)بقا  
هـاي    توان دخالت اين فاكتور را در بعضي پديـده          نتيجه مي 

زيستي مثل مهاجرت، تمايز سلولي، بهبود زخمهـا، تومـور          
 زايي و نيز مراحل نمو(developmental processes) 

كه البته هريك از اين عملكردهـا وابـسته         ) 2(مشاهده كرد 
 ، نوع و تعداد گيرنـده هـاي         bFGF نوع سلول، ايزوفرم     به

سطح سلول و بسياري عوامل داخل و خارج سـلولي ديگـر            
  .باشد مي

   دانشگاه آزاد اسلاميفناوري ميكروبي زيست مجله علمي 
  15- 24صفحه ، دوره يكم، شماره دوم، 1388پاييز 
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... نال ژن فاكتور رشديترمN ه يناحدر  GCر كاهش محتواي يبررسي تاث

 شناسـايي   4 كروموزوم   q26-q27 در باند    hbfgf تنها ژن 
اين ).4و  3( مي باشد  kb 36شده است و اندازة آن بيشتر از      

 kb 16 اينترون   2 اگزون مي باشد كه بوسيله       3ژن حاوي   
 ).5(  از يكديگر جداشده اندkb 5/17و

به عنوان يك عامل  ) hbFGF(  انساني bFGFاستفاده از   
 Ischemic Cardiovascularدرماني در بهبود بيماري 

به علاوه پيشرفتهاي زيادي    . بسيار اميدواركننده بوده است   
 بهبـود   م بافتهـا و   يدر تـرم  در مورد نقش اين عامـل رشـد         

 مثل آلزايمر، پاركينسون به دسـت  گروهي ديگر از بيماريها  
  ).7و  6(ست آمده ا

با وجودي كه در ابتدا اين عامل رشـد از هيپـوفيز گـاو بـه                
دست آمد  لكن توليد آن بوسيله بسياري از انواع سـلولها و   
بافتهاي گاو مثل مغز، هيپو تالاموس، كليه، تيموس و غده          

 شـده   صآدرنال بـه اثبـات رسـيده و از ايـن بافتهـا تخلـي              
  ).8(است

اصولاً تهيه و تخليص بسياري از هورمونها يا سايتوكاينهاي         
پپتيدي از منابع طبيعي غيرممكن يا فاقد صرفة اقتـصادي          

هـاي مهندسـي      باشد لذا بـا ابـداع و پيـشرفت تكنيـك            مي
گيري به سمت توليـد محـصولات نوتركيـب           ژنتيك، جهت 

  از   hbFGFدر اين ميـان سـايتوكاين       . افزايش يافته است  
اين قاعده مستثني نبوده و هم اكنون چند كمپاني در دنيا           
مشغول توليد اين هورمون از طريـق روشـهاي نـو تركيـب             

  .باشند مي
بطور كلي بـراي افـزايش ميـزان توليـد محـصول يـك ژن               

شـود كـه متـداولترين آنهـا      راههاي متنوعي پيـشنهاد مـي   
تعويض پروموتور، تغييرسكانس شروع ترجمه يا      : عبارتند از 

 = ribosome binding site)جايگاه اتصال به ريبوزوم 
rbs) لحاظ كردن ، Codon Usage)     تغييـر كـدونها بـر

، كـاهش   ) غالب در ميكروارگانيـسم حامـل      tRNAاساس  
نال، حذف محدود كدونهاي    يترمNه  ي در ناح  GCمحتواي  

 mRNAاب، افزايش ميزان پايداري ساختمان ثانويـه        يكم
ن ژن مربوطـه بـا يكـي از ژنهـاي           مثلاً از طريق فيوز كـرد     

 geneميكروارگانيسم، افزايش تعداد پلاسميدها، افـزايش  
dosage            افزايش پايـداري پلاسـميدها و بـالاخره تهيـه ، 

  .باشند فيوژن پروتئين مي
 در باكتري hbfgfسازي بيان ژن   بهينهبا هدف اين مطالعه

ر كـاهش   يالـذكر، تـاث     ، از ميان راههـاي فـوق      اشريشيا كلي 
-cDNA  ناليترمNه ي در ناحGCدهاي يرصد نوكلئوتد

hbfgfبر ميزان ابراز آن، مورد ارزيابي قرار گرفت .  

  روش بررسي
  طراحي پرايمر

cDNA-hbfgf  ــشگاه ــنو از دانـ ــاهارو سـ ــط ماسـ  توسـ
جهـت كـاهش محتـواي      . ه و ارسال شد   ياماي ژاپن ته  ياوكا

GCه ي در ناحNنال يترمcDNA-hbfgfك ي از تكنsite 
directed mutagenesisب ي ـن ترتيبد. ديگرد  استفاده

.   طراحي شـد    cDNA-hbfgf ′5مر براي انتهاي    يك پرا ي
 نام گرفت و سـفارش سـاخت آن         MIR-1GCمر  ين پرا يا

د ي ـ نوكلئوت 50 را در    GCدهاي  يكه كاهش درصد نوكلئوت   
 آلمان  MWGدارا بود، به شركت     % 52به  % 72ي از   يابتدا

 . داده شد
MIR-1GC    اي طراحي شد كـه درصـد         به گونهGC  در 

د سـوم كـدون     يل نوكلئوت يق تبد يي، از طر  ي كدون ابتدا  20
ر يي ـ بدون تغT و A به Cو  Gنه ها از يدآميپاره اي از اس
مـر  ين پرا ي ـدر ابتـداي ا   . ابـد ينه كـاهش    يدآميدر توالي اس  

 Forward( طراحـي شـد  NdeIم يت برش براي آنـز يسا
primer .(مر معكوس روندهيپرا(Reverse primer) به 

  cDNA-hbfgf  ′3د بـراي انتهـاي   ي ـ نوكلئوت30طول 
 Instituteطراحـــي و ســـفارش ســـاخت آن بـــه    
Bioorganic Chemistry-Moscowــد در .  داده ش

 BglIIم  يت بـرش بـراي آنـز      يز سـا  ي ـمـر ن  ين پرا يابتداي ا 
 cDNA-hbfgfمرهـا و    ين پرا يري ا يبا بكارگ . طراحي شد 

  دي ـ، ژن موتانـت تول PCRبعنـوان الگـو در طـي پروسـه     
  .ديگرد

  
-Nكدون ابتـداي ژن يـا ناحيـه         12(توالي اوليه    •

 :ترمينال
5'-ATG-CCC-GCC-TTG-CCC-GAG-
GAT-GGT-GGA-TCG-GGC-GCC-ATC-
3' 

ــكانس     • ــا س ــراه ب ــده هم ــر جلورون ــوالي پرايم ت
  NdeI  ( Mir-1GC)شناسايي آنزيم 

      NdeI                                                                                   
             
 TACATATG-CCA-GCT-TTA-CCA-
GAA-GAT-GGT-GGT-TCT-GGT-GCT-
ATA- 
  

مر معكوس رونـده همـراه بـا سـكانس          يتوالي پرا  •
 BglIIم يي آنزيشناسا
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  و همكارانمونا علي بلندي

              BglII                                                                       
                                                             

    
 
TACTATTAGATCTTGGCCATTAAAA
TCAGC 

 
   T-vector در mutant hbFGFساب كلونينگ 

    pGEM®-T Easy Vector  از شركتpromega 
 Promegaن وكتــور توســط شــركت يــا. داري شــديــخر
د ي ـ بـرش خـورده و داراي نوكلئوت       EcoRVميله آنـز  يبوس

جـه مـي    يدرنت.  آزاد در دو انتها مي باشد      OH′3ن با   يميت
 Taqم يد شـده توسـط آنـز   ي ـ تولPCRتوان محـصولات  
Polymeraseانتها را بـه راحتـي در    ن آزاد در دوي با آدن

ار قـوي   يروموتر بس ن وكتور واجد پ   يا. داخل آن كلون نمود   
T7   اي  اكلييشي ـ اشر د در داخل  ين الزاما با  ي مي باشد بنابرا 

 T7 RNA Polymeraseترانسفورم گردد كه داراي ژن 
.  باشـد  T7سي از ژنهاي تحت كنتـرل پرومـوتر         يبراي رونو 

ز ي ـد ن ين پلاسـم  ي ـگر، در ا  ياري از وكتورهاي د   يهمانند بس 
ط كشت  يمحه شده تا در     ين تعب يليژن مقاومت به آمپي س    

د رشـد   ين، فقط كلني هاي واجد پلاسـم      يليحاوي آمپي س  
ن ي ـ در اTaq Polymeraseل اسـتفاده از  يبـدل . نـد ينما

 PCRنــگ محــصولات ي بــراي كلون T-Vectorمطالعـه، 
 T4ب بـا كمـك آنـزيم    ي ـن ترتيبـد . مناسب شناخته شـد 

DNAداري شـده از شـركت   ي ـخر(  ليگازFermentas( ،
 قـرار گرفـت و سـاختار        T-vector در   hbfgfژن موتانت   

T-1008 جاد شده به داخل سلولهاي     يساختار ا . جاد شد ي ا
داري ي ـخر( Top10fكي شده ي مهندسي ژنتاكلييشياشر

ه ين سو يا. ديترانسفورم گرد ) Invitrogenشده از شركت    
د ير پلاسـم  ي ـل گرم منفي به منظـور تكث      ياز گونه كلي باس   

ــرون لا  ــرار گرفــت كــه روي اپ كتــوز آن مــورد اســتفاده ق
د ي ـك صورت گرفته بطوري كه قـادر بـه تول         يمهندسي ژنت 

  .داز نمي باشديم بتا گالاكتوزيآنز
T-Vector    داز مـي  يم بتاگالاكتوز ي حامل ژن كدكننده آنز

ن با ترانسفورم شـدن آن بـه داخـل سـلولهاي            يباشد بنابرا 
Top10fــ، ا ــزي ــلولها آن ــم بتاگالاكتوزين س ــداز را تولي د ي

يل اينكـه محـل قـرار گيـري محـصول        به دل . خواهند نمود 
PCR ــا ســايت ــاني دارد، T-vector در lacZ ب  همپوش

ــرار گــرفتن ژن در   lacZ مــانع از بيــان ژن T-vectorق
ــابرا  ــد بنـ ــد شـ ــك  يخواهـ ــتفاده از تكنيـ ــا اسـ -αن بـ

complementation    ــاوي ــاي ح ــي ه ــوان كلن ــي ت  م
  ).9(پلاسميد و ژن مورد نظر را غربالگري نمود

  
  pET-22b در mutant hbfgfساب كلونينگ 

 در پلاسـميد بيـاني   mutant hbfgfونينگ  كلبراي ساب
pET-22b     ابتدا ساختار ، T-1008      تحت بـرش آنزيمـي 

داري شــده از يــخر (BglII و NdeIبوســيله آنــزيم هــاي 
ــيله ژن   ) Takaraشــركت  ــن وس ــه اي ــا ب ــت ت ــرار گرف ق

mutant hbfgf  همينطـور پلاسـميد   . از آن خارج شود 
pET-22b)داري شـده از شـركت       يخرNovagen(   نيـز 

 BamHI و NdeIتحت بـرش آنزيمـي بوسـيله دو آنـزيم           
بـه دليـل    . قرار گرفت ) Takaraداري شده از شركت     يخر(

  با سكانس آنـزيم      BglIIهم خواني داشتن سكانس آنزيم      
BamHI        انتهاي ژن كه واجد سكانس ، BglII    مي باشد  

ل برقـرار    اتـصا  pET-22b در   BamHIبا سكانس آنـزيم     
ولي بعد از اتصال اين دوجايگاه به يكديگر، هـيچ          مي كند،   

الـذكر قـادر بـه بـرش ايـن سـكانس              كدام از دو آنزيم فوق    
 ليگـاز   T4 DNAواكنش اتصال بوسيله آنزيم  .باشند نمي

 جهـت بررسـي     . حاصل شـد   pET-1008انجام و ساختار    
كلونينــگ صــحيح، ايــن ســاختار بــه داخــل ســلول هــاي 

Top10f10(يد سفورم گرد ترن .(  
  
ن يان پـروتئ  ي ـبـه منظـور ب    : بيان ژن موتانѧت و وحѧشي         

 .E را به سلول هـاي  pET-1008د ساختار يب باينوترك
coli كه قادر به سنتز اي RNAمراز فاژ ي پلT7  هـستند 

 ان ژن موتانـت بـا ژن وحـشي        ي ـسه ب يمنتقل نمود و به مقا    
(cDNA) كلــون شــده در داخــل pET-22b ا همــان يــ

pET-1006ن منظور از سلول هاييبه هم . پرداخت     
pLySs BL21 (DE3)،  OrigamiB(DE3)  و

BL21CodonPlus(DE3)-RIL  ساختار .  استفاده شد
          pET-1008و pET-1006 ه نامبرده يبه سه سو

 ترنـسفورم شـده و بـراي    Escherichia coliاز باكتري 
ول پس از جمـع آوري سـل      .   القا شدند   IPTGبيان توسط   

هــا بوســيله ســانتريفوژ، عمــل شكــست ســلولي بوســيله   
 ، SDS-PAGE سونيكاسيون انجام و نمونـه هـا جهـت    

ــس ــترن بلاتSDS-PAGEتومتري ژل يدن ــگ ي ، وس ( ن
ــصاصي شــركت  يآنز ــو الا) Sigmaمهــاي اخت كيــت (زا ي

مورد ) R&D ساخت شركت    hbFGFالايزاي اختصاصي   
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... نال ژن فاكتور رشديترمN ه يناحدر  GCر كاهش محتواي يبررسي تاث

ن مـورد نظـر     استفاده قرار گرفتند تا ميـزان بيـان پـروتئي         
  .ودسه شين دو ساختار بررسي و با هم مقايتوسط ا

  
 يافته ها

-pETسـاختار   : جاد ژن موتانـت   ي و ا  PCRانت  يگراد
1006) cDNA-hbfgf  كــه در pET-22b ــرار داده  ق
مرهاي جلورونده و معكوس رونـده      يبعنوان الگو و پرا   ) شده

  مــورد اســتفاده قــرار PCRطراحــي شــده طــي پروســه 
 ي كــه بــراي دمــاي اتــصاليب دمــايله شــيبوســ. گرفتنــد

(Annealing)ن ييد، دماي مناسب اتصال تعيم گردي تنظ
 روي ژل آگـارز      PCRمحـصولات   . جاد شد يو ژن موتانت ا   

 شـركت فرمنتـاز   1Kb DNA ladderبهمراه ماركر % 1
بـا در تمـامي   ي كـه تقر bp 450قطعه ). 1ر يتصو( لود شد

همـان ژن     آمده، م شده بوجود  يي تنظ يب دما يدماها در ش  
  . مي باشدhbFGFموتانت 

  
-®pGEMساب كلونينگ ژن موتانت در پلاسـميد        

T Easy Vector  
ــال   ــه انتق  ــ نتيج ــت تخل ــده از روي ژليژن موتان  ص ش

 pGEM®-T بــه داخــل پلاســميد  )PCRمحــصول (
Easy Vector ايجاد ساختار ، T-1008 در صورت .  بود

د بالاتر از   يي سف د كلن يد، پلاسم يوجود ژن در داخل پلاسم    
  .د كلني آبي بر روي ژل متوقف مي شوديپلاسم

 به منظـور اثبـات وجـود ژن         T-1008مي  يهضم آنز 
   pGEM-T Easy Vectorموتانت در داخل 

مـي،  ياگر ژن در  داخل  پلاسميد باشد، محصول هضم آنز          
 . مـي باشـد   bp 3000ك قطعـه ي ـ و bp 450ك قطعه ي

 واجد  دوم ستونشود   ملاحظه مي    2همانطور كه در تصوير   
د خارج شده و دو     يژن موتانت مي باشد كه از داخل پلاسم       

 .باند به اندازه هاي ذكر شده بر روي ژل حاصل شد
  

 به منظور اثبات وجود ژن      pET-1008مي  يهضم آنز 
     pET-22bموتانت در داخل 

 ، انتخـاب شـدند و       pET-22bن تر از    يدهاي سنگ يپلاسم
در .  بـرش خوردنـد  HindIII و  BglIIمهاي يله آنزيبوس

-pETاني ي ـد بيصورت وجود ژن موتانت در داخل پلاسـم      
22b ك قطعه ي bp 683 مـشاهده مـي   3ر ي همانند تصو 
  .شود

  
   pET-1008در  hbfgfبي ژن ين سكانس تقرييتع

 در داخـل سـاختار   hbfgfموتانـت   بـي ژن ي سـكانس تقر 
pET-1008  نان از وجود و صحت آن توسـط        ي جهت اطم

ن تـوالي بـا تـوالي       ي ـا. دي ـن گرد يين فن آوران تع   شركت ژ 
مر طراحي شـده، توسـط      ي و توالي پرا   hbfgfاستاندارد ژن   

ــرم افزارهــاي   Bioeditو version2.1   Coromasن
سه شـد و درســتي تـوالي بدســت آمــده از   يــبررسـي و مقا 

ر سـكانس ژن    يتوالي ز . ديد گرد يي تا pET-1008ساختار  
hbfgf  را در ساختارpET-1008نشان مي دهد .  

AAGAAGGAGATATACAT 
ATG CCA-GCT-TTA-CCA-GAA-GAT-GGT-GGT-TCT-GCT-ATT-CCG-CCC-
GGCCACTTCTTCAAGGACCCCAAGCGGCTGTACTGCAAAAACGGGGGCTTCTTCCTGCGCATCCACCCCGACGGCCGAGTTGA
CGGGGTCCGGGAGAAGAGCGACCCTCACATCAAGCTACAACTTCAAGCAGAAGAGAGAGGAGTTGTGTCTATCAAAGGAGT
GAGCGCTAACCGTTACCTGGCTATGAAGGAAGATGGAAGATTACTGGCTTCTAAAAGCGCTACGGATGAGTGTTTCTTTTTTG
AACGATTGGAATCTAATAACTACAATACTTACCGGTCAAGGAAATACACCAGTTGGTATGTGGCACTGAAACGAACTGGGCA
GTATAAACTTGGATCCAAAACAGGACCTGGGCAGAAAGCTATACTTTTTCTTCCAATGTCTGCTAAGAGC 
TGA 

 
  : SDS-PAGEبوسيله  hbFGFبررسي بيان 

ــ دو ســاختار ب توليــد شــده توســطhbFGFميــزان  اني ي
pET-1006   و pET-1008      كه حامل ژن وحـشي و ژن

 مي باشـند،    pET-22b در داخل وكتور     hbFGFموتانت  
 شــــامل ســــلولهاياكلي يشيــــ اشره ازي ســــه ســــودر

BL21(DE3)PlysS   و BL21CodonPlus(DE3)-
RIL و OrigamiB(DE3)     بوسـيلة تكنيـك SDS-

PAG ر يهمـانطور كـه در تـصو    ).4ر يتـصو (   بررسي شـد

 توسـط سـاختار     hbFGFان  ي ـزان ب ي ـمشاهده مي شود م   
pET-1008به مراتب بالاتر مي باشد .  

 
 با استفاده از نـرم   آناليز باندها ج بدست آمده ازينتا

  : Quanty Oneافزار 
ومتري ژل  ت و دنـسي   SDS-PAGEها بوسيله     آناليز نمونه 

بااسـتفاده از   SDS-PAGE ن ژليبنـابرا . رفت گ صورت 
ــتگاه  ــه canner�دس ــكن Quanty One  و برنام اس
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. تومتري شد ين نرم افزار دنس   يو با استفاده از هم     )5ريتصو(
-pET توسـط سـاختارهاي بيـاني        hbFGFيد  ميزان تول 
 بـه  شياكليي ـاشر  در سه سويه ازpET-1008  و  1006

  : شرح ذيل مي باشد
• OrigamiB(DE3)/pET-1006  
پروتئين سلولي% 16 •  
• BL21(DE3)PlySs/ pET-

1006………………………………….
پروتئين سلولي% 4  

• BL21CodonPlus(DE3)-
RIL/pET1006…………………………

پروتئين سلولي% 4/20  
• OrigamiB(DE3) / pET-

1008………………………………….
پروتئين سلولي% 31  

• BL21(DE3)PlySs/ pET-
1008………………………………….

پروتئين سلولي% 11  
• BL21CodonPlus(DE3)-

RIL/pET1008…………………………
پروتئين سلولي% 26  

ان يش قابل توجه ب   يانگر افزا يتومتري ب يج حاصل از دنس   ينتا
سه با ژن وحـشي مـي       يژن موتانت در مقا   )  برابر 2حدودا  ( 

  .باشد
پروتئين هايي كه در : Western Blotنتايج حاصل از 

 به لحاظ اندازه از     SDS-PAGEمرحلة قبل در داخل ژل      
بر روي كاغذ نيتـرو سـلولز انتقـال         ،يكديگر جدا شده بودند   

  5ر ينـگ در تـصو    يج حاصل از وسـترن بلات     ينتا. داده شدند 
  . آمده است

 ـن با استفاده از الا    يان پروتئ يزان ب يسه م يمقا بـا   : زاي
ــساسيت     ــه داراي حـ ــزا، كـ ــايش الايـ ــتفاده از آزمـ اسـ

(sensivity) نسبت بـه تـستهاي    بسيار بالاتري SDS-
PAGE  بدست ق ترييدق و وسترن بلاتينگ است، نتايج 

 در ابتدا با استفاده از ارقام بدسـت آمـده از سـنجش   . آمد
OD450 نمونه استاندارد hbFGF   ،در غلظتهاي مختلـف 

سـپس بـا قـرار دادن       . يك منحني استاندارد ترسيم گرديد    
OD450  در منحني استاندارد،  حاصله از هر يك از سوشها

عددي به دست آمد كه با ضرب كردن آن در مخرج كـسر             
  . رقت هر نمونه، مقدار هورمون براي هر يك  مشخص شد
• OrigamiB(DE3) / pET-1006 

…………………………………110 
mg/L 

• BL21(DE3)PlySs/ pET-
1006………………………………….
35  mg/L 

• BL21CodonPlus(DE3)-
RIL/pET1006………………………… 
130mg/L 

• OrigamiB(DE3) / pET-
1008………………………………….  
280 mg/L 

• BL21(DE3)PlySs/ pET-
1008………………………………….   
70mg/L 

• BL21CodonPlus(DE3)-
RIL/pET1008…………………………
220mg/L 

 
برابـر   5/2حـدودا   د  يانگر تول يزا ب يج حاصل از آزمون الا    ينتا

-pETسـاختار   بروبلاسـتي بـازي توسـط       يفاكتور رشـد ف   
ان ي ـش ب ين افزا ي مي باشد كه ا    )وي ژن موتانت  حا (1008

  . ت بزرگي محسوب مي شودير بوده و موفقيار چشمگيبس
 

  بحث
ان ي ـش ب يافـزا فتـه شـد بـراي       م گر ي حاضر تصم  تحقيقدر  

hbFGF   ، دهاي  ي كاهش درصد نوكلئوت   باGC  ه ي ـ در ناح
Nنال  يترمcDNA ان يزان بيسه مين فاكتور رشد به مقا    ي ا

  .ميدازژن موتانت و وحشي بپر
نـال آن طراحـي   يترمN ه يمري براي ناحين منظور پرايبد

 از GCدهاي ي ـشد، به گونه اي كه كـاهش درصـد نوكلئوت   
در طي پروسه   . در آن درنظر گرفته شده بود     %  52به  % 72

PCR ريي و بـــــا بكـــــارگpET-1006) cDNA ژن 
hbFGF       اني  ي ـد ب ي منتقل شـده بـه پلاسـمpET-22b (

جـاد  يي شـده ، ژن موتانـت ا       مـر طراح ـ  يبعنوان الگـو و پرا    
 pET-22bاني  ي ـز به داخل وكتـور ب     يژن موتانت ن  . ديگرد

  .شدمنتقل 
ار قابل توجه و    يان ژن موتانت و وحشي بس     يزان ب يتفاوت م 
-SDSهـا توسـط     به طوري كـه در بررسـي   .بودار  معني د 

PAGE و وســترن بلاتينــگ عمــلاً بانــد مشخــصي بــراي 
كه در مـورد ژن     محصول ژن وحشي مشاهده شد در حالي        

موتانت باندهاي مربوطه بسيار مشخص تـر و داراي شـدت           
به علاوه نتايج آزمايش كمي الايـزا نيـز         . رنگ بالايي بودند  

 و   و وسـترن بلاتينــگ بـود  SDS-PAGEمؤيـد نتــايج  
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... نال ژن فاكتور رشديترمN ه يناحدر  GCر كاهش محتواي يبررسي تاث

ب توسط ساختار   ي نوترك hbFGF برابر   5/2د  يحاكي از تول  
pET-1008بود .  

ــد ا     ــة بع ــا مرحل ــه ت ــه اينك ــه ب ــا توج ــسي ژن ب ز رونوي
)Transcription    يا ساخت mRNA (    شرايط هر دو ژن

 مشابه  شياكليي اشر از لحاظ نوع پروموتر، پلاسميد و سلول      
 در نظر گرفته شده بود، اين اختلاف فاحش در ميزان بيان          

توان به طور تئوريـك بـه دو     را ميژن موتانت و ژن وحشي 
  ): 11( عامل ارتباط داد

 (Stability of the mRNA)تفاوت در پايـداري   .1
mRNA يا تفاوت در نيمه عمر (half life).   

 بـــراي ترجمـــه  mRNAتفـــاوت در كارآمـــدي   .2
(Efficiency of Translation).   

بايد توجـه داشـته باشـيم كـه ايـن دو ژن داراي سـكانس                
 هـاي   mRNA و در نتيجـه      نـال يترمNه  يمتفاوت در ناح  

اماً منتج   الز mRNAتفاوت در سكانس    . باشند  متفاوت مي 
ــه    ــاختمان ثانويـ ــاوت در سـ ــه تفـ  Secondary)بـ

Structure) mRNA     و نيـز تفـاوت در حـساسيت ايـن 
  .گردد ساختمانهاي ثانويه به اگزونوكلئازها مي

ــي   ــور طبيع ــه ط ــستم   mRNAب ــوع سي ــر ن ــا در ه  ه
پروكاريوتي يـا يوكـاريوتي داراي نيمـه عمرهـاي متفـاوت            

 نتيجــه  و درmRNAباشــند كــه ســاختمان ثانويــه  مــي
استعداد تخريب آنها بـه وسـيله نوكلئازهـا در ايـن زمينـه              

  ).12( تعيين كننده است
 هـا بـراي     mRNAعامل دوم يعني اختلاف در كارآمـدي        

بـه  . ترجمه نيز در واقع ارتباط نزديكـي بـا عامـل اول دارد            
 كه بـه هنگـام     mRNA هر   ΄5طور كلي قسمتي از ناحيه      

تـا   + 15حـدود  (د شـو   متصل ميS 30ترجمه به ريبوزوم    
  ).13( بسيار نقش دارد mRNAدر كارآمدي ) -20

 داراي تمايـل بيـشتري بـه        mRNAهر چقدر اين ناحيـة      
 باشد از يـك طـرف باعـث افـزايش اتـصال             S 30ريبوزوم  
تشكيل پلـي  (شود    مي mRNAها بطور متوالي به       ريبوزوم

 را از دسترس اگزونوكلئازها     mRNAو از طرف ديگر     ) زوم
توان توليد محصول بيـشتر       دارد و در نتيجه مي      ميدور نگه   

هاي ثانويـه     به علاوه اينكه ايجاد ساختمان    . را انتظار داشت  
تر و پايـدارتر بـه خـصوص در ناحيـه شـاين               به هم پيچيده  

توانـد بـا       از يـك سـو مـي        mRNA ′5ه  ي ـ و ناح  دالگارنو
كاهش دادن دسترسي نوكلئازها باعث افزايش توليد شود و      

هـا بـه تـوالي        يگر با مشكل كردن اتصال ريبوزوم     از سوي د  

(ribosome binding site) rbs    ممكـن اسـت باعـث 
     ).14(كاهش توليد گردند 

نـال، انـرژي    يترمNه  ي ـ در ناح  GCدر صورت غني بـودن        
ن مي رود و متعاقب آن، ساختارهاي       يه پائ ين ناح يآزاد در ا  

طـي  جـاد مـي شـود كـه در          يده اي ا  ي ـچيدار و پ  يه پا يثانو
ــس ــازآرايمطالعــات ب ــا ب ن يــب ايــي ژن هــدف و تخريار، ب
زان ابراز ژن هدف به اثبات      ير منفي آنها بر م    يساختارها، تاث 

 ژن هـدف،    ′5 در   GCزان بـالاي    ي ـم).  15(ده اسـت    يرس
ه و خاتمــه ترجمــه را يــل ســاختارهاي ثانوياحتمــال تــشك

ن پژوهش با جهشهاي نقطه ين در ايبنابرا. ش مي دهديافزا
 به C , Gدها از يل نوكلئوتيتبدنال و يترمNه حي تااي در

A , Tان ينه هاي مربوطه سطح بيد آمير در اسيي بدون تغ
  مثبت بود   بدست آمده نيز   جهيني شد و نت   يش ب يبالاتري پ 

  .ه را تاييد مي نموديو اين فرض
 و  Devlinبه عنوان شـاهد ايـن مـدعا، طـي مطالعـه اي،              

ه ي ـ در ناح  GCدرصـد  با كاهش    1988همكارانش در سال    
N نال ژن مربوط به     ي ترمG-CSF  ن ييان پروت ي توانستند ب

ن سـلول  ييكـل پـروت  % 17ز به حدود  يزان ناچ يفوق را از م   
  ).16(برسانند 

 از بـاكتري    leuB و همكـارانش  ژن       Ishidaن طـور    يهم
Thermos thermophilus  بــا درصــدGC بــالا را بــا 

ه ي بر پا oligo nucleotide mutationاستفاده از روش
PCRن يــا. جــاد نمودنــدي ژن ا5′ي در ســمت ي ، جهــشها

خـتن  يجهشهاي خاموش در جهت خـراب شـدن و بهـم ر           
نـال  ي ترم Nه  ي ـا سنجاق سـري در ناح     يه  يساختارهاي ثانو 

اني ي ـزبـان ب  يش ابـراز آن در م     يژن بود، كه منجـر بـه افـزا        
E.coli 17( شد.(  
  بـا كـاهش  Christian Heinz 2003ن در سال يهمچن

ــد  ــل ژن GCدرصــــ ــاكتري MspA در كــــ  از بــــ
Mycobacterium Smegmatis زبـان  يان آن در مي، ب

  ).18( ش دادندي بار افزا10 را E. coliاني يب
با وجود نظر تأئيـدي بعـضي از محققـين مبنـي بـر نقـش                

Codon Usage    در افزايش توليد برخـي ژنهـا، گروهـي 
ــه    ــاختمان ثانوي ــل س ــؤثرتر و  mRNAعام ــسيار م  را ب

ن ي به هم ـ  ).19-22( اند  تر در بيان ژنها دانسته      كننده  يينتع
ــت در ا ــجه ــاختمان ثانو ي ــل س ــا عام ــژوهش تنه ــن پ ه ي

mRNA    جاد شـده در ژن     يرات ا يي تغ د و  در نظر گرفته ش
 ه ي در ناحGCدهاي يه كاهش درصد نوكلئوتيموتانت بر پا
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Nنال بدون توجه به كاربري      يترم(usage) ن كدونها در   ي ا
 . صورت گرفتيانيزبان بيم
  
  
  
  

  نتيجه گيري
ر مثبت جهـش هـاي   يج به دست آمده نشان دهنده تاث   ينتا

 'ش انرژي آزاد در ناحيـه       يجاد شده درجهت افزا   يخاموش ا 
دار نمودن سـاختارهاي    ي مي باشد كه با ناپا     mRNA از   5

زان ي ـش ميد ترجمه و افزايه موجب تشد  ين ناح يه در ا  يثانو
  . ن هدف شده استيان پروتئيب

 
 
 
 
 

  
  

: ۱ستون  . Mir-1GCمر يحاصل پرا)Annealingانت دمای يگراد (PCRمحصول % ۱ الکتروفورز ژل آگارز ):۱ريتصو
 ، ºC  70 دمای :۵ستون  ، ºC 67.2دمای  :۴ستون  ºC 63.9  دمای :۳ ، ستون ºC 60دمای : : ۲ ، ستون  ºC 59دمای

  (kb DNA ladder 1)فرمنتاز  DNAکر وزن مولکولی مار :M ;کنترل منفی: ۷ ، ستون 71.5ºCدمای : ۶ستون 
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مارکر وزن  : EcoRI ،Mم محدودالاثر يد با آنزيمی پلاسميهضم آنز : ۲ستوند حاوی ژن، يپلاسم: ۱ستون  :)۲ريتصو

  (kb DNA ladder 1) فرمنتاز DNAمولکولی 

 
  برش HindIII و BglIIمهای ي آنز که باpET-1008د يپلاسم: ۲ ستون ، pET-1008د يپلاسم: ۱ ستون ):۳ريتصو

 (kb DNA ladder 1)فرمنتاز  DNAمارکر وزن مولکولی  :M ، .خورده است
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             (SDS-PAGE 18%)ک بعدی ي الکتروفورز ):۴ريتصو

  ، pET-1006[OrigamiB(DE3)](Positive):۲ ستون ، pET-1006[OrigamiB(DE3)] (Negative):۱ستون
  ،pET-1006[BL21(DE3)PlySs](Positive): ۳ ستون

  د، يبدون پلاسم: ۵ ستون، pET-1006[BL21CodonPlus(DE3)-RIL(Positive): ۴ ستون 
  ،pET -1008[OrigamiB(DE3)](Positive): ۶ ستون

 ، pET1008[BL21CodonPlus(DE3)-RIL: ۸نيلا ، pET-1008[BL21(DE3)PlySs](Positive): ۷ ستون 
 (cat no# SM0453) فرمنتاز  نئيپروتمارکر وزن مولکولی : ۹ ستون

  

  

 pET-1008: ۲ستون ، pET-1008  [OrigamiB(DE3)]: ۱ستون نگ، يز وسترن بلاتيآنال ):۵ريتصو
[BL21(DE3)PlySs] ، ۳ستون :pET1008 [BL21CodonPlus(DE3)-RIL] ،  

  ، pET-1006[BL21(DE3)PlySs]: ۵ستون ، pET-1006  [OrigamiB(DE3)]: ۴ستون 

  pET1006 [BL21CodonPlus(DE3)-RIL]: ۶ستون 
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