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 چكيده

.Eدر باكتري Rutilus Frissi Kutumينوتركيب كبد ماه Hsp70هدف مطالعه حاضر بررسي بيان بهينه: هدف coli مي باشد.
و روش .Eنوتركيب، باكتري Hsp70منظور بررسي ميزان بيان پروتئينبه:ها مواد coli ترانسفورم شده در محيطLB2هاي در زمان،

و نيز در حضور فلزات)9و5(افراطيpHراد، شرايطگ درجه سانتي50و20،25،30،37،45ساعت، دماهاي48و4،8،12،24،36
و نيكل كشت داده شد سپس با تهيههمانند سنگين ي سلولي،ي عصارهنقره، كبالت، آهن، كروم، جيوه، سرب، روي، كادميوم، منگنز

از Hsp70ميزان بيان و تحليل قرار گرفتSDS-PAGE 12با استفاده .صورت گرفتو رنگ آميزي با كوماسي بلو درصد مورد تجزيه
و درجه سانتي37ساعت، دماي8و4در زمان نوتركيب Hsp70 پروتئينبهينه بيان: نتايج دربه. صورت گرفت5برابرpH گراد علاوه

و كبالت، به شد حضور نمك هاي فلزات منگنز و كمترين ميزان بيان پروتئين نوتركيب مشاهده .Eهمچنين.ترتيب بيشترين coli داراي
Hsp70 با به باكتري كنترل،در مقايسه و رشد بيشتري دارد NaClنسبت .تحمل

مي همه:نتيجه گيري بهنتايج حاصل از مطالعه نشان  Hsp70 دليل دارا بودن دهد باكتري ترانسفورم شده در مقايسه با باكتري كنترل
نوتركيب با خاصيت چاپروني خود از واسرشت شدن پروتئين Hsp70پروتئين. نوتركيب در برابر شرايط حاد محيطي قادر به بقا بوده است

نوتركيب Hsp70بنابراين شرايط رشد توصيف شده در اين مطالعه مي تواند براي توليد بهينه پروتئين. هاي حياتي جلوگيري كرد است
.Eدر ميزبان  coli استفاده گردد.

.Eن،چاپرو، Hsp70،Rutilus Frissi Kutum: واژگان كليدي coli 
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و همكاران اميد صابري ...و Hsp70تاثير شرايط حاد محيطي بر ميزان بيان پروتئين

و بافت  139633 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 مقدمه

ازي موجودات زنده در برابـر اسـترس همه هـاي محيطـي

ي اين پاسخ به كمـك خـانواده. دهندخود پاسخ نشان مي

مينام پروتئين پروتئيني به باشد كـه از هاي شوك حرارتي

بهباكتري ايـن.)1(اند شدت حفاظت شده ها تا پستانداران

به پروتئين و عنوان چاپرون ها هـاي مولكـولي عمـل كـرده

و تنظــيم ســاختار نقــش عمــومي آن هــا كنتــرل كيفيــت

هـاي شـوك پـروتئين. باشـد هـا مـي ها در سـلول پروتئين

حرارتي بر اساس وزن مولكـولي مونومرهايشـان بـه چنـد 

، Hsp40 ،Hsp60 ،Hsp70: شوند خانواده دسته بندي مي

Hsp90 ،Hsp100 وHsp اگرچه كه بيشتر. هاي كوچك

بــر اســاس نــوع. هــا بــه شــكل اليگــومر وجــود دارنــد آن

نيـز بـه ) Substrate( كنش با پروتئين هاي سوبسترا ميان

و Foldaseهـا، Holdase: شوند سه دسته تقسيم مي هـا

Disaggregase 2(ها(.Hsp70 در مقايسه با سايرHsp 

. مناسب است Druggable target)(ها، يك هدف دارويي

Hsp70/Hsp90 تنها پروتئين شـوك حرارتـي اسـت كـه

شـود اش تنظـيم مـي ATPaseي مهـار فعاليـت وسيله به

يك استراتژي جـذاب بـراي Hsp70بنابراين هدف گيري 

هاي مطرح شـده اولين يافته.)4و3(درمان سرطان است 

، كـاهش بيـان ايـن پـروتئين از Hsp70در ارتباط با مهار 

ر ي آن يعنـي ونويسـي كننـده طريق مهار كـردن فـاكتور

HSF1 (Heat-Shock Factor 1) پيشرفت.)4(باشدمي

هاي هاي بيشتر در اين زمينه منجر به طراحي مهار كننده

Hsp70 2(فنيــــل اتــــين ســــولفوناميد-ماننــــد-

phenylethynesulfonamide (رينيـــــا پيفيتـــــ-µو
155008-VER پيفيترين. شده است-µبا دمـين اتصـال

مي Hsp70به سوبسترا در  و از ايـن طريـق ميانكنش دهد

ــين  ــاط ب ــد Hspارتب ــايش مانن ــا كوفاكتوره و Hsp40ب

Apoptotic 1(-Apafو p53هاي سوبسترا مانند پروتئين

1)-protease activating factor مي .)5(كنـد را مختل

 ATPتركيبي است كه آنالوگ VER-155008همچنين

و به دمين اتصـال بـه نوكلئوتيـد در متصـل Hsp70بوده

و در نتيجه به ي رقـابتي شده  ATPعنوان يك مهاركننده

و از  Hsp70هـاي ارتباط آلوستريك بين دمينعمل كرده

ــي ــوگيري م ــد جل ــاپرون.)6(كن ــتر چ ــيت بيش ــا خاص ه

ATPase و با تمايل زياد به بخش و دارند هاي هيدروفوب

تـاخورده متصـل هاي تـانخورده يـا بـد در معرض پروتئين

هاي پروتئينيو به اين ترتيب از تشكيل توده)7(شوند مي

و پايدار جلوگيري مـي  و همچنـين غيرقابل برگشت كننـد

مي خودي پروتئين تشكيل خود به -هاي طبيعي را تسهيل

نقـــش اساســـي را در متابوليســـم Hsp70.)8(نماينـــد

و استرسي بازي مي سطح. كندپروتئين در شرايط طبيعي

ي بيان ايـن پـروتئين كـه القاپـذيرترين عضـو از خـانواده 

ي وسـيعي هاست با توانايي تحمل سلول به گسترهچاپرون

هاي طبيعي مثل شوك دمايي، استرس اسمزي، از استرس

و التهاب مرتبط است  اين هاي پروتئين.)9(فلزات سنگين

مي74تا68خانواده در محدوده وزني  و كيلودالتون باشند

و اندامك در. شـوند ها يافـت مـي تقريبا در تمام موجودات

و اغلب يوكاريوت هـا در تمـام ها ايـن پـروتئين پستانداران

و شــبكه  ــدري ــر ســيتوزول، ميتوكن اجــزاي ســلولي نظي

و در اعمالي نظيـر تـا خـوردن  اندوپلاسميك وجود داشته

و تجزيـه پـروتئين ها، انتقال پروتئين روتئينپ هـا ها از غشا

دمـين3از نظـر سـاختماني داراي Hsp70. دخالت دارند

ايــن دمــين داراي خاصــيت:Nدمــين انتهــاي)1: اســت

ATPase و تغييرات شـكل فضـايي ايجـاد شـده باشدمي

ترمينـال-Cرا به بخـش متصـل شـونده بـه ATPتوسط

در: اتصال به پروتئين دمين)2. كند منتقل مي يـك شـيار

ــا آمينواســيدهاي هيــدروفوبيك  ايــن دمــين اســت كــه ب

مي ميانكنش برقرار مي دهد كند كه مطالعات پيشين نشان

كه عمق اين شيار براي ميـانكنش تـا هفـت رزيـدو كـافي 

اين دمين غنـي از سـاختارهاي:Cدمين انتهاي)3. است

بـراي Lid)(آلفا هليكس است كه به عنوان يـك درپـوش 

در دمين اتصال به پروتئين عمـل مـي  كنـد، ايـن درپـوش

و پـروتئين ATP حالت اتصال به  راحتـي هـا بـه باز اسـت

و رها مي در پروتئين.)10(شوند اتصال هاي شوك حرارتي

به سرطان مي هاي انساني در طور وسيعي بيان و  شوند

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

و همكاران ...و Hsp70تاثير شرايط حاد محيطي بر ميزان بيان پروتئين  اميد صابري

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 34 

و آپوپتــوزيس  Apoptosis)(تكثيــر، تهــاجم، متاســتاز

در يكي از مكانيسم. هاي تومور نقش دارند سلول هاي مهـم

آن كنتــرل ســلول هــا هــاي ســرطاني، القــا آپوپتــوزيس در

در Hsp90و Hsp70كه پروتئين هاي از آنجايي. باشد مي

آپوپتوزيس در سلول هـاي سـرطاني اهميـت جلوگيري از

-مي Hsp70بسيار مهمي دارند، لذا مطالعه روي پروتئين 

در. تواند به پيشرفت در اين زمينه كمك كند اولـين قـدم

خالص Hsp70اين نوع مطالعات بررسي تاثير تركيبات بر 

لذا ايجاد شرايط بهينه براي. مي باشد In vitroدر محيط 

ن از نيازهاي اساسي مي باشد بنابراين در توليد اين پروتئي

نوتركيـب در شـرايط Hsp70ميزان بيـان اين پژوهش، به

و  در pHاسترسي مختلـف شـامل دمـا، فلـزات سـنگين

و شرايط بهينه بـراي E. coliباكتري ميزبان پرداخته شد

.توليد اين پروتئين معرفي شد

و روش ها  مواد

Protein Marker )#SM0431 ( از شركتFermentas 

 Biobasicو كانامايسين نيـز از شـركت IPTG. تهيه شد

، EDTAاكريل آميد، بـيس اكريـل آميـد،. خريداري شد

ي مخمر، سديم كلرايـد، تـريس، گليسين، تريپتون، عصاره

و فلزات سنگين از شركت مرك تهيه شد .ايميدازول

 جهت بيان: E. coliنوتركيب در ميزبان Hsp70بيان

.Eپــروتئين، بــاكتري coli دارايHsp70 –pET28a+

ژن. مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت بـا شـماره hsp70 تـوالي

گرديــده ثبــت NCBIدر پايگــاه KT380686دسترســي 

از ميلـي5ميكروليتـر از ايـن بـاكتري بـه20. است ليتـر

محيط كشت لوريا برتاني مايع حاوي كانامايسين با غلظت 

mg/ml 50شد در. تلقيح 37محـيط بـه صـورت شـبانه

از ميلـي1سـپس. گراد هوادهي گرديـد درجه سانتي ليتـر

ــد داراي  ــاني جدي ــا برت ــه محــيط كشــت لوري ــاكتري ب ب

بهر ميليبگرم ميلي50كاناماسين  و تا رسيدن ليتر انتقال

0.6 OD600=پس از آن با افزودن. هوادهي شدIPTG بـا

و بهينه بيان Hsp70، بيانmM 1/0غلظت  تحريك شده

.)11(پروتئين در شرايط مختلف مورد بررسي قرار گرفت 

و بررسي ميزان بيـان تهيه عصاره سلولي از باكتري

Hsp70 نوتركيب تحت عوامـل استرسـي مختلـف:

بهسوسپانسيون باكتري در20مدت هاي القا شده، دقيقـه

rpm 5000 شـد گراد سـانتريفيوژ درجه سانتي4و دماي .

كننـده بـا دست آمده با افزودن بـافر ليـز رسوب باكتري به

5/7pH  ــدازول ــريسmM 5حــاوي ايمي وmM 50، ت

حالــت بــه) هــم حجــم رســوب( mM 100ســديم كلريــد

پــس از آن سوسپانســيون بــاكتري. سوسپانســيون درآمــد

اي با فواصـل ثانيه10مرحله6شامل(تحت سونيكاسيون 

گر) ثانيه10زماني  از.فتقرار همچنين جهـت جلـوگيري

تخريب گرمـايي، تمـامي مراحـل سونيكاسـيون درون يـخ 

4و دمـاي rpm 9000هاي ليز شـده در سلول. انجام شد

به درجه سانتي شد20مدت گراد مـايع. دقيقه سانتريفيوژ

جهت آناليز بيـانبه. رويي به ويال جداگانه انتقال داده شد

SDS-PAGE 12%ژل هـا بـر روي اين پـروتئين، نمونـه 

و به كمك روش رنگ آميزي كوماسـي بلـو مـورد برده شد

و تحليل قرار گرفت منظـور ذكـر اسـت بـه لازم بـه. تجزيه

و بررسي دقيق  SDS-PAGEتـر، پـيش از روش مشاهده

در نمونه گـراد درجـه سـانتي80هـا تحـت تيمـار دمـايي

.ساعت قرار گرفتند1مدت به

 .Eنوتركيب در ميزبـان Hsp70ثير زمان بر بيانأت

coli :جهت بررسي اثـر زمـان بـر بيـان پـروتئين شـوك

.E، پس از تلقيح باكتري70حرارتي  coli دارايHsp70 

–pET28a+باIPTG با غلظتmM 1/0محيط كشت ،

و در زمـان هـاي درجه سانتي37در دماي ،2،4،8گـراد

 Hsp70ساعت هـوادهي شـد تـا بيـان48و24،36، 12

و تحليـل قـرار E. coliنوتركيب در ميزبان مـورد تجزيـه

.گيرد

 .Eنوتركيـب در ميزبـان Hsp70ثير دما بر بيـانأت

coli:ت به ثير دماي محيط كشـت بـر بيـانأمنظور بررسي

.Eايـــن پـــروتئين در بـــاكتري  coli دارايHsp70 –

pET28a+پس از تلقيح با ،IPTG بـا غلظـتmM 1/0،

،20،25،30،37محيط رشد باكتري در معرض دماهـاي
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و همكاران اميد صابري

35 

600OD شد از4. هوادهي ساعت پـس

Iبا غلظت نهـاييmM  1/0بـه محـيط

و در108از باكتري مقداري بار رقيق شـده

اي صورت سفرهبهM NaCl 5/0 حاوي

درجـه37صـورت شـبانه در دمـاي بـه

.ي شد

E. coliدارايpET-28a+ بــدونHsp70 

. منفي استفاده شد

هـاي شـوكي پـروتئين اشاره شد، خـانواده

هــاي كوچــك، Hspع مختلفــي ماننــد

Hsp90 وHsp110 طبقــــه بنــــدي

در Hsp70 ايــن بــين نقــش مهمــي را

و استرسـي ايفـا ءن در شـرايط طبيعـي

ه حاضـر سـطح بيـان ايـن پـروتئين در

ومانند زمان هاي pHهاي مختلف، دماها

 گوناگون فلزات سنگين مورد بررسـي قـرار

هاي مختلف بر فاكتورهاي مختلف ابتدا اثر زمان

.ن نوتركيب مورد بررسي قـرار گرفـت

سـاعت48تا2هاي مختلف از در زمان

8و4 نهايت نتايج نشان داد كـه در زمـان

دسـت آمـده اسـتي بيان پروتئين بـهه

Hsp70 هـاي مختلـف نوتركيـب در زمـان .M:
#SM1:پروتئين استخراج شـده: كنترل منفي

درجـه37ساعت تحت دماي4طي Hsp70بدون
طـي E. coliدر ميزبـان 70 پروتئين شوك حرارتي

:6سـاعت،5:12سـاعت،4:8سـاعت،3:4ساعت،
 ساعت8:48ساعت،

 ...و Hsp70 ميزان بيان پروتئين

1396 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي

د قرار داده شـد تـا مقـدار بيـان

و تحليل شود . تجزيه

در Hsp70 بر بيان نوتركيـب

و منظور بررسي اثـر محـيط اسـيدي

 پـروتئين، بـاكتري ترنسـفورم شـده

هـاي محـيط pH. كشت داده شـد

بـا NaOHو HClهـاي محلـول

سپس سوسپانسـيون بـاكتري بـه

 0.6منتقل شد تا بـه9و5هاي

با غلظـت IPTG مرحله با افزودن

Hsp70 نوتركيـب تحـت تـاثير

. بررسي شـد E. coliدر ميزبان

نيز مورد12وpH 3هاي با كشت

. باكتري در اين شرايط رشد نكرد

در Hsp70ر بيـان نوتركيـب

ن بيان پروتئين در حضور فلزات

 آهـن، كـروم، جيـوه، سـرب، روي،

در محيط كشت باكتري بررسـي

هاي فلـزات از نمك٥٠ mMت

، جيـوه، سـرب، روي، كـادميوم،

.

، بـاكتري NaClآزمون تحملم

pET-28aدر محيط كشتLB 

تـا ليتـر گرم بر ميلـي ميلي 50ت

0=6/0رسيدن به 

IPTGاضافه شدن

كشت باكتري، مقد

LAمحيط كشت

و كشت داده شـد

گراد هوادهي سانتي

coliاز بــاكتري

عنوان كنترل منف به

 نتايج

گونه كه اشارهمان

ــواع ــه ان حرارتــي ب

Hsp40 ،Hsp70،

شــوند كــه در مــي

متابوليسم پـروتئين

در مطالعـه. كند مي

ماشرايط متفاوتي

و انواع گون متفاوت

.گرفت

در بررسي فاكتوره

ميزان بيان پروتئين

Hsp70 نوتركيب

و در نهتوليد شده

ساعت ميزان بهينه

).1شكل(

بيان پروتئين:1شكل
M0431ماركر پروتئين

بدو E. coliاز باكتري 
گراد، بيان پروتئي سانتي
ساعت2:2هاي زمان
ساع7:36ساعت، 24

م تاثير شرايط حاد محيطي بر

و بافت -علمي(مجله سلول

گراد درجه سانتي50و 45

نوتركيب Hsp70پروتئين

هاي افراطي بر pHتاثير

منظو به: E. coliميزبان

ن پـروقليايي بـر بيـان ايـ

همان روش ذكر شده كش به

و قليايي به م اسيدي كمك

شدM1غلظت سپ. تنظيم

با محيط كشت ها pHهاي

OD600=در اين مر. برسد

mM 1/0بيان پـروتئين ،

pH د)9و5(هاي افراطي

ذكر است محيط كش لازم به

مطالعه قرار گرفت كه باكتر

ثير فلزات سنگين بـرأت

همچنين: E. coliميزبان

نقره، كبالـت، آهـ(سنگين

و نيكل د) كادميوم، منگنز

به اين منظور از غلظت. شد

نقره، كبالت، آهـن، كـروم،

و نيكل استفاده .شد منگنز

براي انجام: NaClتحمل

E.coli دارايa+-Hsp70

داراي كانامايسين با غلظت
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و همكاران  اميد صابري

1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي

ن ميـزان بيـان پـروتئين مشـاهده شـد

تحـت E. coliنوتركيب در ميزبـان Hsp70 پروتئين

مي درجه سانتي37در دماي .باشدگراد

نشان3هاي مختلف در شكل pH به

 
در E. coliنوتركيـب در ميزبـان Hsp70 پروتئين

.داشته است) 5pH( را در شرايط اسيدي

م . نفي مشـاهده نشـد نيز باكتري كنترل

و كلريـد  حضور نمك هاي سولفات منگنـز

و كشـت بـاكتري، بـه ترتيـب بيشـترين

شد Hsp70ن پروتئين نوتركيب حاصل

 ...و Hsp70 ميزان بيان پروتئين

و بافت ع(مجله سلول

،ن پروتئين در دماهـاي مختلـف

ن اشاره شده است، مورد مطالعه

درجــه 37 بــه نتــايج در دمــاي

گراد بيشترين سانتي

).2شكل(

بيان پروتئي. SM0431#ماركر پروتئين:M. نوتركيب در دماهاي مختلف

Hsp70بيشترين بيان پروتئين. گراد درجه سانتي6:50و4:37،5:45

 مختلف بر ميزان بيان پروتئين

را 5pHنوتركيب در بيشترين بيان

نتايج مربوط. دارد

.داده شده است

بيان پروت. SM0431#ماركر پروتئين:M. هاي مختلف pHنوتركيب در
3:5pH  .مي همان ر Hsp70شود طور كه در شكل ديده بيشترين بيان

و  در حضور عوامـل زمـان، دمـا

زاي محيطـي ماننـد عوامـل اسـترس

ــروتئين ــ متابوليســم پ ــا ت ثيرأه

Hsp70نوتركيب در ميزبانE. 

. سنگين مـورد مطالعـه قـرار گرفـت

ر فلزاتي از جملـه جيـوه، نيكـل،

 E. coliو آهــن، رشــد بــاكتري

ن و ترانسفورم شده

كه، در حض در حالي

كبالت در محـيط

كمترين ميزان بيان

).4شكل(

م تاثير شرايط حاد محيطي بر

36 

ي بعد ميزان بيان در مرحله

و روش ها به آن كه در مواد

ب ــا توجــه و ب قــرار گرفــت

Hsp70بيان پروتئين:2شكل

1:20،2:25،3:30،4دماهاي

هاي pHهمچنين تاثير

نوترك Hsp70نشان داد كه

Hsp70بيان پروتئين:3شكل

pH 1:9هايpH 2:5/7pH

پس از بررسي ميزان بيان

pHكـه عوامـ، از آن جايي

ــر ــز ب ــزات ســنگين ني فل

0گذارند، بيان پروتئين مي

coli در حضور فلزات سنگ

ذكر است در حضور لازم به

و كــروم، كــادميوم، ســرب
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و همكاران اميد صابري

37 

 E. coliنوتركيـب در ميزبـان Hsp70 پـروتئين
طبـق شـكل، ايـن پـروتئين در حضـور سـولفات

و NaCl، نسبت به E. coliه با تحمـل

).5شكل(

.NaCl M5/0 منفي در محيط كشت حاوي

ايـن نتيجـه تاييـد).1نمـودار(ه اسـت

.است Hsp70 موثر

 ...و Hsp70 ميزان بيان پروتئين

1396 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي

پ. SM0431#ماركر پروتئين:M. نوتركيب در حضور فلزات سنگين بيان
و:3استات روي:2نيترات نقره:1ي ط. كلريد كبالـت:4سولفات منگنز
.ت

داراي E. coliو E. coli تحمـل

Nــا غلظــت ــورد5/0ب ــولار م م

ــايج نشــان داد داراي E. coliنت

Hsp70 در مقايسه

رشد بيشتري دارد

ي باكتري كلوني،.NaCl تحمل و كنترل E. coli-Hsp70هاي رشد كرده

 رشد كـرده روي محـيط كشـت

ــاكتري داراي نشــان مــي دهــد ب

برابـر 1,78 بـه بـاكتري كنتـرل

بيشتر رشـد كـرده

ي فعاليت مو كننده

م تاثير شرايط حاد محيطي بر

و بافت -علمي(مجله سلول

Hsp70بيان پروتئين:4شكل

هاي در محيط كشت حاوي نمك
منگنز حداكثر بيان را داشته است

ميـزان تح:NaClتحمـل

Hsp70 ــه NaClنســبت ب

ــت ــرار گرف ــايش ق نتـ. آزم

كلوني باكتري ها در تح:5شكل

هاي شمارش تعداد كلوني

مــولار نش NaCl 0.5داراي

Hsp70 نوتركيب نسبت بـ
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و همكاران  اميد صابري

1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي

داراي E. coliدهـد بـاكتريوضـوح نشـان مـي

.باشدمي Hsp70 عملكرد صحيح

كه. كرده است  Lindquistپژوهشي

دروزوفيلا در دماي Hsp70 نشان داد كه

و در دماهاي گراد بيان بسيار كمي داشته

Hبههم افزايش مي در طوري يابد كه

گراد، اين پروتئين شوك حرارتي به سانتي

شواهد موجود نشان. رسد بيان خود مي

 دماهاي مطلوب براي رشد موجودات،

.كثري داردنيز بيان حدا

اي را بر روي مطالعه)15(و همكاران

E. coliترانسقورم شده تحت استرس دمايي

ن پژوهش نشان داده شده كه پروتئين

Hو پايداري اثر محافظتي بر بقاي سلول

هاي ئينكه در بررسي پروت طوريبه. دارد

درصد،SDS-PAGE 12ي آناليزوسيله

نوتركيب در باكتري Hsp17.5 پروتئين

pRSET-Hsp نسبت به باكتري كنترل

و Wangهمين ترتيب،به. بوده است

ه بررسي تاثير شوك دمايي بر بيان

ي حشر  .Eدر ميزبان c-nigrumه

درصد نشانSDS-PAGE 12ه آناليز

 Hsp70س دمايي، ميزان بيان پروتئين

 باكتري حاوي ترانسفورم بيشتر از باكتري

 ...و Hsp70 ميزان بيان پروتئين

و بافت ع(مجله سلول

و كنترل منفـي Hsp70ي رشد كرده باكتري داراي و نتـايج بـه. نوتركيب

NaCl0.5 بي ميمولار رشد ع اين موضوع تاييد كننده. دهد شتري را نشان ي

ي محيطي منجر به القاي توليد

شوند كه در اين شوك حرارتي مي

ي سلول با مولكولي در مواجهه

در).12(كنند حياتي را ايفا مي

 Hsp40 با كوچاپرون خود يعني

كند تا كيفيت سلولي كمك مي

و بدين ترتيب موجب بقاي كرده

 پژوهش به بررسي اثر زمان، دما،

 نوتركيب Hsp70ن بيان پروتئي

 بررسي فاكتور زمان نشان داد كه

ساعت تغيير محسوسي در بيان

ساعت كه اين8و4جز درد به

و  Boone مطالعه.ن شده است

 70Hsc )Heat Shock كه بيان

2در سلول هاي هپاتوسيت در

. چنداني با هم ندارند

نوتركيب بيانگر Hsp70 بر بيان

 دماهاي پايين شرايط براي رشد

 بيان اين پروتئين مطلوب نبوده

به درجه سانتي 45 نظر گراد نيز

حال، كمي داشته است اما با آن

Hبه بقاي باكتري در مقابله با

دماي بالا كمك

انجام داد، نش)14(

گر درجه سانتي 23

sp70بالاتر بيان

س37دماي  درجه

حداكثر ميزان بيا

دمي دهد كه در

ن Hsp70پروتئين

وSoto همچنين

coliافزايش بقاي

در اين. انجام دادند

Hsp17.5نوتركيب

د ساير پروتئين ها

وسيل بيان شده به

ميزان بيان پروتئ

ترانسفورم شده با

مراتب بيشتر بو به

به)16( همكاران

Hsp70 نوتركيب

coli پرداختند كه

داد تحت استرس

نوتركيب در باكتر

م تاثير شرايط حاد محيطي بر

38 

هاي نمودار تعداد كلوني:1نمودار

Hsp70 نوتركيب در حضورaCl

 بحث

ها دسته وسيعي از استرس

هاي موسوم به شو پروتئين

هاي مولكو بين چاپرون

هاي محيطي نقش استرس

ب Hsp70اين ميان همراه

هاي سل به ساير پروتئين

ساختار خود را حفظ كر

پ. شوندسلول مي ما در اين

pH و فلزات سنگين بر بي

نتايج ما در برر. پرداختيم

س48تا2طي زمان هاي

شوداين پروتئين ديده نمي

پروتئين كمي بيشتر بيان

ك)13(همكاران نشان داد

Cognate protein 70(

ساعت، تغيير48ساعت تا

ب مطالعه ي ما روي اثر دما

د اين موضوع است كه در

و متعاقب آن بيا باكتري

اي بالاتر ازدر دماه. است

.Eرسد كه مي coli رشد

Hsp70بيان هرچند كم
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و همكاران اميد صابري ...و Hsp70تاثير شرايط حاد محيطي بر ميزان بيان پروتئين

و بافت  139639 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

كنترل استرس سلولي ناشي از تغييرات .. باشدكنترل مي

pHبرخوردار است كه ها از اهميت زيادي، براي سلول

 Homeostasis (pH(بدين منظور سيستم هومئوستازي 

القا پذير pHدر نظر گرفته شده است كه در برابر تغييرات

ها منجر به تغيير در پمپاژ پروتون، اين سيستم. باشدمي

غشا، جلوگيري از ) Permeability(كاهش تراواپذيري 

ميو نيز توليد چاپرون DNAآسيب به  چندين.دشونها

گزارش به كمك ژل الكتروفورز پلي اكريل آميد دو بعدي 

و DnaKهايي مانند دهد كه توليد چاپروننشان مي

GroEL تحت استرسpH مي -19(شوند اسيدي القا

 pHما نيز در بخش ديگري از پژوهش به بررسي اثر ). 17

و قليايي بر بيان اين پروتئين نوتركيب پرداختيم . اسيدي

مينتايج دهد تحت شرايط اسيدي ما آشكارا نشان

)5=pH (مي شود، ميزان كه به محيط كشت باكتري القا

. نوتركيب بيشتر شده است Hsp70بيان پروتئين 

انجام)20(و همكاران Huescaهمچنين مطالعه اي كه

يك نقش70دادند، نشان داد كه پروتئين شوك حرارتي 

 pHپيلوري برابر محوري در سازگار شدن هليكوباكتر 

و باعث حفاظت از ساير پروتئين هاي اسيدي معده دارد

قرار گرفتن. شوداين باكتري تحت شرايط اسيدي مي

و سلول ها در معرض دماهاي بسيار بالا، استرس اكسيداتيو

و توده فلزات سنگين موجب دناتوره شدن پروتئين اي ها

ميآن) Aggregation(شدن  باعث شود كه در نهايتها

 شودمي Hsp70هاي شوك حرارتي مانند القاي پروتئين

و باعث بقاي سلول كه به نوبه ي خود مانع آپوپتوزيس

دليل شرايط محيطي ماهي سفيد درياي خزربه. شود مي

ها از جمله فلزات سنگين قرار كه در معرض انواع استرس

گيرد، در اين پژوهش به بررسي اثر فلزات سنگين بر مي

شد Hsp70ان پروتئين بي در ابتدا در حضور. پرداخته

و آهن با غلظت  وmM 50فلزاتي از جمله جيوه، كادميوم

و در دماي4طي تيمار گراد، رشد درجه سانتي37ساعته

و نيز باكتري كنترل E. coliباكتري  ترانسفورم شده

اين در حالي است كه نتايج نشان. منفي صورت نگرفت

ف و كبالت در محيط كشت داد در حضور لزات منگنز

و كمترين ميزان بيان Hsp70باكتري،  نوتركيب بيشترين

و Mahmoodاما مطالعه. را در ميزبان داشته است

كه)21(همكاران و Hsp70نشان داد در حضور جيوه

علاوه اينكه در حضور كادميوم بيان بسيار كمي دارد، به

يان بيشتري داردب70فلز روي، پروتئين شوك حرارتي 

مي نسبت به زماني و كادميوم قرار -كه در معرض جيوه

.گيرد

هاي فعاليت صحيح چاپرون هاي تاييد كنندهيكي از آزمون

انجام آزمون تحمل به استرس نمكي، in vivoدر محيط

 E. coliطي مطالعه اي كه انجام شد، باكتري. باشد مي
 NaClدر شرايط استرس با+Hsp70 –pET28aداراي

مولار قرار گرفت كه در مقايسه با باكتري كنترل 0,5 

را مطالعه. مقاومت بيشتري از خود نشان داد اي مشابه

Ghafoori آن)22(و همكاران در انجام دادند كه طي

و باكتري+DnaJ –pET28aداراي E. coliباكتري 

مولار NaCl 0,5ساعت تحت استرس72مدت كنترل به

نتايج نشان داد تحت شرايط. مولار قرار گرفتند1و 

وNaCl 5/0استرس  مولار، باكتري ترانسفورم1مولار

برابر 1,36و 1,85ترتيب شده نسبت به باكتري كنترل به

تاثير)23(و همكاران Takallooهمچنين. رشد كرد

NaCl 500 مولار را بر مقاومت باكتري ميليE. coli 

+pET28a داراي - Artemin كه مورد ارزيابي قرار دادند

نتايج آشكارا نشان داد باكتري ترانسفورم شده نسبت به 

. باكتري كنترل تحت استرس نمكي رشد بيشتري دارد

هاي شوك اين نتايج بر اين نكته دلالت دارند كه پروتئين

و آرتمين با خاصيت Hsp70 ،DnaJحرارتي مانند 

كنند چاپروني كه دارند به بقاي موجود زنده كمك مي

، دمين اتصال به پروتئين Hsp70كه در پروتئين طوري به

هاي حياتي سلولي كه دناتوره شده كنش با پروتئين با ميان

آن يا بدتاخورده اند، موجب حفظ عمل ها شده كرد صحيح

.شودو به اين ترتيب باعث بقاي جاندار مي
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 نتيجه گيري

 E. coliدهد باكتري نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي

دليل دارا ترانسفورم شده در مقايسه با باكتري كنترل به

حاد محيطي قادر نوتركيب در برابر شرايط Hsp70 بودن 

و  4بيشترين بيان پروتئين نوتركيب در زمان به بقا بوده است

وه سانتيدرج37ساعت، دماي8و صورت5برابرpH گراد

نوتركيب با خاصيت چاپروني خود Hsp70پروتئين.گرفت

و از واسرشت شدن پروتئين هاي حياتي جلوگيري كرده

به اين ترتيب موجب حفظ عملكرد باكتري ترانسفورم 

. شودشده تحت استرس هاي محيطي مي

و قدرداني  تشكر

نويسندگان مقاله از پژوهشكده حوزه آبي درياي خزر

دانشگاه گيلان بابت حمايت پژوهشي طي قرارداد 

و قدرداني به عمل 9319395706 از پژوهش حاضر تشكر
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Abstract 

Aim: The aim of the present study was to investigate the optimal expression of Hsp70 
recombinant Rutilus Frissi Kutum liver in E. coli.
Material and methods: To evaluating of expression level of recombinant Hsp70, 
transformed E. coli were cultured in LB medium at 2, 4, 8, 12, 24, 36 and 48 hours, 20, 25, 
30, 37 and 50 °C, extreme pH (5 and 9) and in present of heavy metals e.g. mercury, cobalt, 
iron, zinc and etc. Expression of recombinant Hsp70 protein was determined by SDS-PAGE 
12% analysis of E. coli extracts followed by staining with Coomassie Blue.  
Results: Optimum expression of recombinant Hsp70 was obtained at 4 and 8 h, 37 °C and pH 
5. Additionally, the maximum and minimum expression of this protein was achieved in 
present of manganese and cobalt respectively. The results further indicate that the survival of 
E. coli with Hsp70 was enhanced compared to the control cells. 
Conclusion: All results reveal that transformed bacteria are able to survive against extreme 
environmental conditions compared to control sample, because of having recombinant Hsp70. 
This heat-shock protein protects vital proteins from denaturing by its chaperone property. So, 
growth condition described in this study can be used for optimizing production of 
recombinant Hsp70 in E. coli host.  
 
Keywords: Chaperone, E. coli, Hsp70, Rutilus Frissi Kutum 
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