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)یمقالۀ پژوهش(
انسانی در سیستم بیانی اشرشیاکلیيb2آلفااینترفرون ان ژن ینگ و بیکلون

، 4علی ابراهیمی، محمد3، محمد رعایایی اردکانی*2، حمید رجبی معماري1نهضت عبدالرسولی
1نازنین ابراهیمی

چکیده
هد که بها هستنروسیه ویبدن علیدفاعۀلیها وسنترفرونیا:هدفزمینه و

ر یکه تکثییهانید پروتئیاطراف را به توليهاد شده، سلولیسرعت در بدن تول
ک یکنند، تحریرا کنترل میو رشد سلولیمنیا پاسخ ایروس را مهار، یو
انسانی در ایران و جهان، b2توجه به اهمیت دارویی اینترفرون آلفا با.کنندیم

پذیر اما بسیار مشکل شیمیایی امکانتولید این دارو در داخل کشور و از طریق بیو
.شودهاي سالم بسیار کم انجام میزیرا تولید این پروتئین توسط سلول. باشدمی

b2و بیان ژن اینترفرون آلفا ) Cloning(سازياز این تحقیق، همسانههدف
انسانی در باکتري اشرشیاکلی در یک سیستم بیانی مناسب جهت امکان هدایت 

بیان در پریپلاسم، فضاي . شده به فضاي پریپلاسمی باکتري استدپروتئین تولی
ناخالصی . کندهاي صحیح و پیچش صحیح ایجاد میعالی براي تشکیل پیوند

پروتئین و فعالیت پروتئازها در پریپلاسم کمتر از سیتوپلاسم است و تخریب و 
.افتدها در پریپلاسم کمتر اتفاق میتجزیه پروتئین
در پس از تکثیر با آغازگرهاي اختصاصی b2ن اینترفرون آلفاژ:روش بررسی

و پپتید نشانه پریپلاسمیT7تحت کنترل پروموتور pET-26b(+)ناقل بیانی 
pelBهاي برشی و با استفاده از آنزیمNcoI وXhoI کلون گردید و به

ژن يسازهمسانه.گردیدمنتقلDE3(BL21(باکتري اشرشیاکلی سویه
،Colony PCRبا استفاده از (+)pET-26bیانیآلفا در ناقل بوننترفریا

آلفا با استفاده از سپس بیان ژن اینترفرون. شددییتأ، ین توالییو تعیمیهضم آنز
هاي ن کل در زمانیصورت پروتئهاي در فضاي پریپلاسمی و بز بلات نقطهیآنال

.قرار گرفتیبررسموردIPTGمختلف پس از القاء با 
شد که پروتئین نوترکیب دییتأيانقطهبا استفاده از آنالیز بلات:هایافته

تولید و وارد فضاي پریپلاسمی یاکلیدر سیستم بیانی اشرشb2اینترفرون آلفا
.باکتري شده است

b2تواند امکان تولید پروتئین مهم اینترفرون آلفااین تحقیق می:گیرينتیجه
تر هاي بسیار پائینصحیح خود و با صرف هزینهانسانی نوترکیب را در شکل

.فراهم آورد
.IPTG، اشرشیاکلی، b2 ،(+)pET-26bاینترفرون آلفا:گانکلید واژ

1/12/1391: اعلام قبولی25/11/1391: شدهدریافت مقالۀ اصلاح19/4/1390: دریافت مقاله
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مقدمه
توسـط سیسـتم   هاي تولیـد شـده  پروتئین،هااینترفرون

ایمنی بـدن هسـتند کـه در پاسـخ بـه عفونـت ویروسـی،       
هـاي سـرطانی   یـا سـلول  هـا و ژنهاي بیگانه، آنتـی سلول

و نقش مهمـی را در مکانیسـم   ) 1(شوندساخته و رها می
در میان انـواع  ).2(کنندها ایفا میدفاعی بدن علیه ویروس

و b2-آلفـا ،a-2آلفـا :شـامل (2اینترفرون آلفا،هااینترفرون
 ـ     هب) c-2آلفا کـار  هطـور گسـترده بـراي اهـداف پزشـکی ب
) نیدرمـا همراه بـا شـیمی  (اینترفرون درمانی). 3(روندمی

 ـ درمـان بسـیاري از سـرطان   براي ).4(رودکـار مـی  ههـا ب
و در نیــز اغلــب توســط اینترفــرون آلفــا CوBهپاتیــت 

.)5(شوندترکیب با دیگر داروهاي ضدویروسی درمان می
ضـر بـراي   ها در حـال حا چندین نوع مختلف از اینترفرون

ها با پتانسیل دارویی اینترفرون. انددرمان بیماران آماده شده
) rhIFNα2a(انسـانی نوترکیـب  a2-اینترفرون آلفادییتأ
و بعـد از  1986در سال A(Roferon-A)نام روفرون هب

ــام اینهنوترکیــب بــb2-اینترفــرون آلفــادییــتأآن  تــرون ن
A)Intron-A(بـه عنـوان دارو در درمـان    شد و شناخته

 ـبیماری اغلـب  ). 3،6(کـار رفـت  ههاي بدخیم و ویروسی ب
ب اینترفـــرون آلفـــا در اشرشـــیاکلییـــنوترکيداروهـــا

)Escherichia coli(  شـوند تولید و تخلـیص مـی)6.(
هاي نـوع یـک یـا    اینترفرونة، از خانوادb2-اینترفرون آلفا

نظـر فیزیولـوژیکی   ازباشـد و یي لکوسیتی مهااینترفرون
پروتئین فعالی است کـه در پاسـخ بـه بسـیاري از عوامـل      

شود و بسیاري از عملکردهاي زیستی مثـل  عفونی بیان می
سازي ویروس، جلوگیري از پیشـرفت  جلوگیري از همانند

دهند هاي ایمونولوژي را انجام میسرطان و دیگر عملکرد
اسـتفاده بـراي   داروهاي زیستی مـورد نتیجه یکی از و در

شـکل،  یمـوئ يهـا خونی سلولهایی مثل کمبیماريدرمان 
و هپاتیـت  ) Chronic hepatitis B(مـزمن Bهپاتیت 

Cمزمن)Chronic hepatitis C (باشندمی)7.(
، سـازمان جهانی غذا و دارو1986در سـال 

)Foodand Drug Administration( ،IFN-α2b

خون هاي سرطانرا براي درمان سلولنوترکیب 

کرد و در دییتأ، )Hairy cell leukemia(شکلمویی
حال حاضر این پروتئین نوترکیب در سیستم بیانی باکتري 

ۀهم اکنون این پروتئین رتب).8(شوداشرشیاکلی تولید می
سوم مصرف جهانی داروهاي پروتئینی بیولوژیک را بعد از 

)Erythropoietin(اریتروپوئیتینو )Insulin(انسولین
).8،9(دارد

هاي بیانی هاي نوترکیب، سیستممنظور تولید پروتئینبه
طور تجاري همختلفی توسط دانشمندان استفاده و ب

هاي بسیاري براي استفاده مزیت).10(اندبرداري شدهبهره
از سیستم بیانی اشرشیاکلی به اثبات رسیده و آن را یک 

هاي نوترکیب سم ارزشمند براي تولید پروتئینمیکروارگانی
یکی و هاي ژنتویژگی. در سطوح بالا باقی گذارده است

زمان این باکتري، تکثیر درةشدفیزیولوژیکی کاملاً شناخته
ةشدسان بودن دستورزي آن، دانش اثباتکوتاه، آ

هاي فرمانتاسیون و نهایتاً ظرفیت بالا براي تجمع پروتئین
، )از محتواي پروتئین کل سلولی% 20یش از ب(نوترکیب

ها جهت تولید اشرشیاکلی را یکی از پرکاربردترین میزبان
بسیاري از . )11،12(استساخته پروتئین نوترکیب

هاي یوکاریوتی فعالیت زیستی کامل خود را در پروتئین
کنند و بنابراین در گلیکوزیله حفظ میشکل غیر

علاوه برخی از هب.شوندتوانند تولیداشرشیاکلی می
عنوان مثال، بیان پریپلاسمی، افزایش میزان هها، بپیشرفت

پروتئین به شکل محلول و تولید پروتئین با تشکیل 
پذیر ساخته استسولفیدي صحیح را امکانهاي ديباند

)13،14.(
بار ژن ، براي اولین)1980(ناگاتا و همکارانش

سازي و بیان ی همسانهاینترفرون آلفا را در اشرشیاکل
واحد فعالیت ضد 1000ها تا در شماري از کلونی. کردند

گودل و ). 15(گرم سلول به دست آمدویروسی در هر
اینترفرون آلفا را در پلاسمید ، نیز)1980(همکاران
PNCVان کردندیرا در اشرشیاکلی بو آنکلون کردند .
pNCV مشتقی از پلاسمیدpBR322ي است که دارا

گودل). 15(باشدپروموتر تریپتوفان و پپتید راهنما می
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همچنین ژن اینترفرون آلفا را بدون پپتید راهنما ) 1980(
).15(ان کردیبکلونpBR322در پلاسمید 

مهم از منابع طبیعی آنها ییداروتولید محصولات 
ی یبالاۀاغلب به میزان بسیار اندك و با صرف هزین

وجه به اهمیت دارویی اینترفرون آلفا تبا. گیردصورت می
b2 انسانی در ایران و جهان، تولید این دارو در داخل

پذیر اما بسیار مشکل انکشور و از طریق بیوشیمیایی امک
هاي سالم زیرا تولید این پروتئین توسط سلول. باشدمی

بنابراین راه آسانتر براي نیل به . شودبسیار کم انجام می
در. هاي مهندسی ژنتیک استده از روشاین هدف استفا

اي براي تولید هاي گستردههاي اخیر نیز پژوهشسال
ها، حیوانات داروهاي نوترکیب از طریق میکروارگانیسم

توجه قرار و جانداران دریایی موردژنیک، گیاهانترانس
سازياز این تحقیق، همسانههدف.استگرفته

)Cloning (ن آلفا و بیان ژن اینترفروb2 انسانی در
ۀو پپتید نشانT7باکتري اشرشیاکلی تحت کنترل پروموتر 

)pelB)Periplasmic signal sequenceپریپلاسمی
پلاسمی شده به فضاي پریهدایت پروتئین تولیدجهت

تواند امکان تولید پروتئین این تحقیق می. باکتري است
کل صحیح انسانی نوترکیب را در شb2مهم اینترفرون آلفا

.تر فراهم آوردینیهاي بسیار پاخود و با صرف هزینه
شامل مواد مورد نیاز : هامواد شیمیایی و آنزیم

New(لیگازو XhoIوNcoIهاي برشیآنزیم

England Biolabs(،پلیمرازيم یآنز)مواد ، )سیناژن
يژل آگارز، نشانگرهايزیآملازم براي تهیه و رنگ

نیاز مواد مورد، )فزاپژوه(آغازگرها ،)ژننایس(یمولکول
يط کشت باکتریمح، )Roche(ايبراي بلات نقطه

)Himedia (ا هبیوتیکو آنتی)Duchefa(باشند کهمی
.تهیه شدند، ذکر شدههاياز شرکت

در این تحقیق از باکتري اشرشیاکلی، :هاباکتري
از . استفاده شدBL21(DE3)و DH5يهاهیسو

عنوان میزبان براي نگهداري و تکثیر هبDH5ه یسو
BL21ۀیسوهاي تهیه شده استفاده گردید و ازسازه

(DE3)جهت بیان ژن اینترفرون استفاده شد.
ــر  : آغازگرهــا ــراي تکثی ــورد اســتفاده ب آغازگرهــاي م

DNAاز طریق شرکت فزابیوتـک تهیـه شـد و    و یطراح
:عبارت بودند از

)Forward primer(آغازگر پیشرو
CAT GCC ATG-5'

3'-GCATGTGATCTGCCTCAAACC
5'- Anchor seqNcoIAdditonal seqIFN
alpha-3'

)Backward primer(آغازگر معکوس
TGCAACCGCTC-5'

GAGTTGTTGTTCCTTACTTCTTAAAC
-3'
5'-Additional seq Anchor
seqXhoI2(Glu)IFN alpha-3'

NcoIآغازگر پیشرو داراي جایگاه برشی براي آنزیم 

XhoIو آغازگر معکوس داراي جایگاه برشی براي آنزیم 

هاي برشی، دو جهت افزایش کارآیی برش آنزیم. بود
طرف آغازگر توالی اضافی به عنوان لنگرگاه آنزیم به دو

تخلیص پروتئین همچنین براي تسهیل در. افزوده گردید
د یدو اسفاکتور هگزا شامل در مراحل بعدي پژوهش، از 

در نظر گرفته شده برشيکه برادیک اسیگلوتامنه یآم
در آغازگر برگشت استفاده Histagپس از توالی ،است
.شد

نام ه حاضر از یک ناقل بیانی بۀدر مطالع:هاناقل
pET-26b(+)) دشاستفاده ) 1شکل.

داراي ژن مقاومت به کانامایسین در باکتري، این ناقل 
بر، پیشXhoIو NcoIهاي هاي برش براي آنزیممحل

lac T7ۀپپتید نشانبرداري و براي افزایش نسخه
براي هدایت پروتئین به فضاي pelBپریپلاسمی

.باشدپریپلاسمی می

.(+)IFN-pET26bناقل بیانی اشرشیاکلی ةسازوار:1شکل 

T7 Promotor Lac Operator RBS pelB IFN His tag T7Terminator
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بررسیروش 
ژن :PCRسازي محصول و خالصDNAتکثیر 

به نام يدر وکتورقبلا500bpًبه طول 2bنترفرون آلفایا
pRSETن یدر پژوهش حاضر، از ا. ه بودشدکلون

، با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی طراحی شدهو وکتور
استفاده PCRۀلیبه وس2bنترفرون آلفایژن اریتکثيبرا

از کیت تخلیص PCRتخلیص محصول يبرا. گردید
. بایونیر استفاده شد

با استفاده از PCRاقل و محصول هضم آنزیمی ن
: و واکنش اتصالXhoIوNcoIهاي برشی آنزیم

هاي برشی و ناقل با استفاده از آنزیمPCRمحصول 
NcoIوXhoI)ه شده از شرکت یتهBiolabs(طور هب

جداگانه هضم گردیدند و با استفاده از کیت تخلیص از 
و در نهایت محصول. سازي شدندژل بایونیر خالص

PCRناقل بیانی درpET-26b(+)، با استفاده از آنزیم
T4 DNA Ligaseکلون گردید.

هاي ترانسفورماسیون اشرشیاکلی با استفاده از سازه
هاي مستعد شده اشرشیاکلی به ابتدا باکتري:تهیه شده

100و همراه با ) 16(روش شوك حرارتی تهیه شدند
ط شده و به نانوگرم از محصول اتصال به آرامی مخلو

ها سپس باکتری. ي یخ قرار داده شدنددقیقه بر رو30مدت 
قرار گرفتند و به مدت oC42ثانیه در دماي90به مدت 

800بعد ۀدر مرحل. دقیقه بر روي یخ نگهداري شدند2
ها اضافه به میکروتیوبLBمیکرولیتر از محیط کشت 

درون شیکرoC37ساعت در دماي1گردید و به مدت 
میکرولیتر از محلول 200در نهایت . انکوباتور قرار گرفتند

بیوتیک ش حاوي آنتیشده روي پتري دیترانسفورمباکتري
) لیترمیلیمیکروگرم در50با غلظت نهایی (کانامایسین 

ساعت 12به مدت oC37توزیع گردید و در دماي
.نگهداري شدند

گري، الپس از غرب: b2بررسی بیان ژن اینترفرون آلفا
در . یک کلونی براي بررسی بیان پروتئین انتخاب گردید

این تحقیق، بیان ژن مورد نظر در دو سطح کل 
هاي باکتري و در فضاي پریپلاسمی باکتري پروتئین

یک کلونی از هاي کل،پروتئینۀدر تهی. بررسی شد
بر روي محیط گزینشگر، در تراریخته و رشد یافتهباکتري 

حاوي کانامایسین کشت داده TBحیط مایع لیتر ممیلی1
به rpm250دار در دور شیکرºC37شد و در انکوباتور 

لیتر از محیط مایع میلی50.مدت یک شب قرار داده شد
TBاز کشت شب قبل، در لیتر میلی1دار با کانامایسین

ºC37لیتري استریل، تلقیح و در دمايمیلی200ارلن 
تا 4/0به O.D600غلظت آن در شیک شد تا زمانی که 

لیتر در میلی1ه، شدهاي کشت دادهاز باکتري. رسید6/0
rpmدقیقه با دور 10میکروتیوب ریخته شد و به مدت 

شد و به فاز رویی دور ریخته. سانتریفیوژ شدند7000
اضافه ) x2(میکرولیتر از بافر نمونه50رسوب حاصل، 

نگهداري شدند -ºC20زرشد و تا زمان استفاده در فری
به مابقی ). هاي غیر القایی به عنوان کنترل منفینمونه(

به مولار اضافه شد ومیلی1با غلظت نهاییIPTGکشت 
با هوادهی مناسب ºC22ساعت در دماي 15مدت 

ساعت بعد 15و 8، 4، 2در فواصل زمانی . انکوبه شدند
ري برداشته و به لیتر از کشت باکتمیلی1بار از القا، هر

دقیقه 10ها به مدت تمامی نمونه. میکروتیوب منتقل شد
سانتریفیوژ شدند و رسوب حاصله در rpm7000با دور 

حل شده و در فریزر) x2(نمونهبافرمیکرولیتر از50
oC20-هاي القایینمونه(.نگهداري شدند.(

: هاي پریپلاسمی به روش شوك اسمزيپروتئینۀتهی
هاي باکتریایی پس ازکشتۀن تحقیق از نموندر ای

هاي ساعت از القاء جهت تهیه پروتئین15گذشت 
کشت ۀلیتر از نمونمیلی10.پریپلاسمی استفاده گردید

لیتري ریخته شد و در میلی50شده به درون فالکون القاء
دقیقه در دماي اتاق 5به مدت rpm5000دور

رسوب . شددور ریختهفاز رویی. سانتریفیوژ گردید
گرم، A)Tris-Hcl189/0لیتر از بافر میلی1سلولی در 
حل شد و سپس در دور ) تریلیلیم30آب مقطر

rpm5000 پس از . گردیددقیقه سانتریفیوژ5به مدت
لیتر میلی5/0رسوب سلولی به آرامی در ذف فاز رویی، ح
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4سوکروز (Bلیتر از بافرمیلی5/0و سپس در Aاز بافر 
حل )):EDTA)M5/0 ،8PHتر، یلیلیمA8گرم، بافر 

يدقیقه در دما15سوسپانسیون حاصل به مدت .گردید
دور در(پس از سانتریفیوژ شد وياتاق نگهدار

rpm2500 مایع رویی )دقیقه در دماي اتاق5به مدت ،
لیتر از میلی2بلافاصله .شدحذف و رطوبت اضافی گرفته

سلولی اضافه و حل آب به رسوب-ر یخیتقطآب دوبار
ها نمونه. فتگردقیقه بر روي یخ قرار10شد و به مدت 

oC4دقیقه در دماي 5به مدت rpm5000در دور 
هاي نحاوي پروتئی(فاز رویی . سانتریفیوژ شدند

) هاي سیتوپلاسمیپروتئین(و رسوب زیرین ) پریپلاسمی
د منتقل یجديهاوتیوبطور جداگانه به میکرههرکدام ب

.شدند
شده هاي پروتئین تخلیصنمونه: آنالیز ایمونوبلاتینگ

اي مورد ارزیابی قراراز باکتري، با استفاده از بلات نقطه
با استفاده ) القاییالقایی و غیر(هاي پروتئینی نمونه. گرفتند

صورت نقاطی بر روي کاغذ هاز سمپلر، مستقیماً ب
ها، پس از خشک شدن نمونه. داده شدندسلولز قرار نیترو

western blockingمحلولبر روي کاغذ نیتروسلولز،

1x ساعت در دماي1اضافه گردید و به مدتoC15تا
قبل به آرامی بیرون ریخته ۀمحلول مرحل. گرفتندقرار25

بر روي نقاط Anti-His6Peroxidaseشد و محلول 
ضافه گردید و به مدت ایجاد شده روي کاغذ نیتروسلولز ا

محلول . انکوبه شدoC25تا 15ساعت در دماي 5/1
قبل به آرامی بیرون ریخته شد و کاغذ نیتروسلولز، ۀمرحل

شو وشستTBST1xدقیقه با 5بار به مدت هروبار3
روي نقاط براي ظهور باندهاي پروتئینی بر. داده شد

پس از . افزوده شدم یزپروتئینی ریخته شده سوبستراي آن
ظهور باندها، کاغذ با آب مقطر شسته شد و در نهایت 

ارزیابی قرارنظر موردظهور یا عدم ظهور باندهاي مورد
.گرفت

هاافتهی
ــا اســتفاده از b2تکثیــر ژن اینترفــرون آلفــا و PCRب

اسـتفاده از  باb2ژن اینترفرون آلفا: گرهاي اختصاصیآغاز

و 3'هاي انتهـاي الیاساس توآغازگرهاي اختصاصی که بر
در NcoIهــاي برشــی و محــلb2ژن اینترفــرون آلفــا5'

در آغازگر معکوس طراحی شـده  XhoIآغازگر پیشرو و 
.تکثیر گردیدبود، 

پس از: بررسی صحت آنسازي وانجام عمل همسانه
انجام هضم آنزیمی ناقل و ژن، غلظت ژن اینترفرون و 

ب با یکدیگر سپس به نسبت مناس. تعیین شدpETناقل
لیگاز و طی فرایند T4با استفاده از آنزیم مخلوط شدند و

شد و به سلول pETاتصال، ژن اینترفرون وارد ناقل
منتقل BL21(DE3)سویه شرشیاکلیامیزبان باکتري 

-pETدر ناقل b2سازي ژن اینترفرون آلفاهمسانه. گردید

26b(+)هاي روش، با استفاده ازColony PCR) شکل
XhoIو NcoIهايآنزیمتوسطهضم آنزیمی ، )الف2

.گردیددییتأو تعیین توالی ) ب2شکل (
بررسی بیان ژن اینترفرون آلفا با استفاده از بلات 

هاي باکتریایی در در این روش، سوسپانسیون: اينقطه
ساعت پس از افزودن 15و 8، 4، 2، 1هاي مختلف زمان

IPTG کدام به ولار تهیه و از هرممیلی1با غلظت نهایی
میکرولیتر بر روي کاغذ نیتروسلولز برده شد و 10میزان 

His6-Anti-منوکلونال به ناميبادیآنتپس از افزودن 

peroxidaze)شده از شرکت يداریخرRocheآلمان(
BMبه نام مورد نظر و افزودن سوبستراعلیه پروتئین

Blue POD)Rocheهاي ر زمان، بیان ژن د)آلمان
باکتري (مختلف مشاهده گردید در حالیکه در کنترل منفی 

).الف- 3شکل (بیان ژن دیده نشد ) حاوي ناقل بدون ژن
ح ژن اینترفرون آلفا در فضاي          بررسی ترش

بیان سیتوپلاسمی و پریپلاسمی پروتئین : پلاسمیکپري
ار ساعت پس از القاء مورد بررسی قر15اینترفرون آلفا، 

این دو فضا از يابتدا به روش شوك اسمزي اجزا. گرفت
یکدیگر جدا گردید و سپس با استفاده از روش بلات 

وارد فضاي b2اي مشخص شد که اینترفرون آلفانقطه
).ب- 3شکل(پریپلاسمی باکتري شده است
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، )nptII(داراي ژن مقاومت به کانامایسینقلاین نا. و محل وارد شدن ژن اینترفرون آلفا26b(+)-pETبیانیناقل ۀنقش:1شکل
.استpelBیپلاسميپرۀپپتید نشانوlacT7بر، پیشXhoIو NcoIهاي برشیو محل

بالف           
با آغازگرهاي اختصاصی ژن Colony PCRاستفاده از تکنیک حضور ژن اینترفرون آلفا در اشرشیاکلی بادییتأ:الف-2شکل 

). pETIFNαناقل (کنترل مثبت -2چاهک ) کنترل منفی(کنترل آب -1چاهکbp100نشانگر مولکولی- Mچاهک.اینترفرون آلفا
استفاده از هضم حضور ژن اینترفرون آلفا در اشرشیاکلی بادییتأ) ب.حاوي ژن اینترفرون آلفاهاي باکتري کلونی-3-8هاي چاهک

2500.3000.3500.4000.5000.6000.8000.10000bpيزهایساب با یبه ترتkb1ی، نشانگر مولکولMچاهک . یمیآنز

د ی، پلاسم2، چاهک یمید پس از انجام هضم آنزینترفرون از پلاسمی، خروج ژن ا1، چاهک .250.500.750.1000.1500.2000
.نترفرون آلفای، ژن ا3فاقد ژن، چاهک 

٣٢١M ٨٧٦٥٤٣٢١M

500 bp

500 bp

250 bp
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بالف
ناقل) 2ون آلفا قبل از القاء، فاقد ژن اینترفر(+)pET26bناقل ) 1، ياک بلات نقطهیان ژن توسط تکنیبدییتأ)الف-3شکل 

pET26b(+) ،ناقل)7و)6،)5، )4، )3حاوي ژن اینترفرون آلفا قبل از القاءpET26b(+)حاوي ژن اینترفرون آلفاb2 به ترتیب
) 1. پلاسمی باکتري توسط تکنیک بلات نقطه ايحضور ژن در فضاي پريدییتأ)بIPTG.ساعت پس از القاء با 15و8، 4، 2، 1

ناقل)3حاوي ژن اینترفرون آلفا قبل ازالقاء (+)pET26bناقل) 2فاقد ژن اینترفرون آلفا قبل از القاء، (+)pET26bناقل
pET26b(+)حاوي ژن آلفاb2 ،2 ،انتقال پروتئین اینترفرون آلفا دییتأ) 4ساعت پس از القاءb2در فضاي پریپلاسمی

بحث
هاي نامروزه تقاضاي زیادي براي تولید پروتئی

.نوترکیب انسانی جهت درمان و تشخیص وجود دارد
ی، قارچی، حشره، یهاي بیانی باکتریان منظور سیستمبدی

ها به کار پستانداران و گیاهان براي تولید این پروتئین
هاي با ارزش دارویی و در حال حاضر پروتئین. روندمی

و شوند هاي باکتریایی تولید میاقتصادي ترجیحاً در سلول
ترکیب به شکل هاي نوهاي بیانی بالا، پروتئیندر نسبت
و شوندرسوب داده می) بادياینکلوژن(محلول اجسام نا

به ). 17(شوندبراي کاربردهاي بعدي مجدداً ریفولد می
ها، چندین دلیل ارزش درمانی بسیار بالاي اینترفرون

اشرشیاکلی، باسیلوس سابتیلیس، (سیستم بیانی
شده باهاي آلودهلیویدانس، مخمر، سلولساسترپتومایس

براي تولید، تعیین ) هاي پستاندارانباکلوویروس و سلول
، 3(اندها توسعه یافتهخصوصیت و دستورزي اینترفرون

تولید ۀهاي بیوسنتزي با هزیندر این میان، سیستم). 17
کنند با ارزش درمانی بالا تولید میراپایین که اینترفرون

). 17(اندر مطلوببسیا
ز از اهمیت بالایی مکان تولید پروتئین در سلول نی

Heterologous(پروتئین نامتجانس. برخوردار است

protein (تواند در سیتوپلاسم یا در پریپلاسم تولید می
ایجاد اجسام ). 7(شده و یا به خارج از سلول ترشح شود

ده ، یکی از مشکلات عم)Inclusion body(نامحلول
زیرا . صورت سیتوپلاسمی استهدر مسیر تولید پروتئین ب

هاي مجتمع شده پروتئین) Refolding(دوباره تاخوردن
عدم اطمینان از اینکه آیا . استکار مشکل و دشواري 

دست هتاخورده، فعالیت زیستی خود را بيهاپروتئین
هاي دوباره تاخورده و شدن بازده پروتئینآورند و کممی

ص شده از جمله مشکلات بیان سیتوپلاسمی استتخلی
علت حضور پروتئازها در سیتوپلاسم ههمچنین ب). 18و7(

ل ین دلیبه هم). 7(تخریب پروتئین قابل حل بیشتر است
2bنترفرون آلفا یبیان پریپلاسمی پروتئین ان پژوهش یدر ا

بیان پریپلاسمی پروتئین داراي . قرار گرفتیمورد بررس
تخلیص پروتئینی که به . باشدمهم میچندین مزیت

بیان . تر استگردد راحتصورت پریپلاسمی تولید می
پروتئین در فضاي پریپلاسمی فضاي عالی براي تشکیل 

. کندسولفیدي و پیچش صحیح ایجاد میپیوندهاي دي
همچنین ناخالصی پروتئین و فعالیت پروتئازها نیز در 

). 18(استفضاي پریپلاسمی کمتر از سیتوپلاسم

21 4321
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سازي اول، همسانهۀبنابراین، هدف از این تحقیق در وهل
در یک سیستم بیانی مناسب b2و بیان ژن اینترفرون آلفا 

بعد، بررسی امکان ترشح ۀو شناخته شده و در مرحل
در فضاي پریپلاسمی توسط پپتید b2اینترفرون آلفا

سازي آسان پروتئین ، با نظر به خالصpelBراهنماي
سیستم بیانی . لید شده در باکتري اشرشیاکلی بودتو

pET26b(+)یکی از ق حاضر استفاده شد، یکه در تحق
هاي پروتئینسازي و بیانها براي همسانهترین سیستمقوي

زیرا این ناقل داراي . نوترکیب در اشرشیاکلی است
برداري ژن هدف، جهت افزایش نسخهT7پروموتر قوي
به ت هدایت پروتئین تولید شدهجهpelBپپتید نشانه 

ها براي تشکیل ترین مکانکه از مناسب-فضاي پریپلاسمی
6و نیز توالی -نهایی پروتئین ساخته شده است

استخراج پروتئین جهت تسهیل درHistagنوکلئوتیدي 
.باشدهاي کروماتوگرافی، میتولید شده با استفاده از روش

کردن تولید پروتئین با انجام این تحقیق با هدف بهینه
توان زمینه را در باکتري اشرشیاکلی میb2اینترفرون آلفا

با توجه به . ها فراهم کردبراي تولید سایر پروتئین
يهاتوان عنوان کرد که ناقلیم، نار محققیساات قیتحق

pBR322، داراي برچسب خاصی جهت تسهیل در
اما ناقلسازي پروتئین نوترکیب تولید شده نیستند، خالص

علاوه بر ) (+)pET26b(ن پژوهش یمورد استفاده در ا
داراي برچسب ،T7lacبیان بالا تحت پروموتر

باشد که پروتئین نوترکیب می) His-tag(هیستیدین پلی
توان با گذراندن از صورت متصل به آن را میهتولید شده ب

سازي کرد و بر هاي کروماتوگرافی ویژه، خالصستون
ي امري دشوار بود، در سازیقات قبل که خالصخلاف تحق

. تر صورت خواهد گرفتسازي بسیار راحتاینجا خالص
ن را با یدیستیهیتوان نشانه پلیان کار میدر ضمن در پا
نه ید آمیشامل دو اسهگزا يگاه پروتئازیاستفاده از جا

مر معکوس در نظر گرفته شده یدر پراکهد یاسکیگلوتام
.است حذف نمود

ک اینترفرون آلفا ی، ژن سنتت)1982(همکاران مایر و
b2 را تحت کنترل پروموترهايLac وLacuv5 بیان

که در T7lacنسبت به پروموتر این پروموتر).15(کردند
تر است و بیان ژن ضعیف،تحقیق حاضر از آن استفاده شد

توسط این پروموتر نسبت به سیستم بیانی تحقیق حاضر، 
اکرمی .تري صورت بگیردسطح پایینممکن است در

صورت ه، بIFNα2b، ژن )1379(ابرقویی و همکاران 
cDNAکه باعث (مصنوعی همراهۀو توالی پپتید نشان

pALCA1SIFNرا از پلاسمید ) شودترشح پروتئین می

باشد بیرون که یک پلاسمید ناشناخته در اشرشیاکلی می
ون آلفا به ناقل بیانی آورده و براي بیان مستقیم ژن اینترفر

pET24d(+) که یک سیستم شناخته شده در اشرشیاکلی
. وارد کردند،استT7است و داراي پروموتر قوي فاژ 

ۀدر اشرشیاکلی سوی(+)pET24dبا وارد کردن 
BL21( DE3)بیان ژن اینترفرون آلفا  ،b2ۀوسیلهب

در. قرار گرفتدییتأاي و وسترن بلات مورد بلات نقطه
ررسی این سیستم بیانی، نتایج به دست آمده نشان داد که ب

آلفاي تولید شده وارد فضاي پریپلاسمی ظاهراً اینترفرون
). 15(نشده و پپتید راهنما از اینترفرون جدا نشده است

نتایج حاصل از بلات حالی که در تحقیق حاضر، در
ه شداي نشان داد که پروتئین اینترفرون آلفاي تولیدنقطه

مزیت ناقل . وارد فضاي پریپلاسمی شده است
، که در تحقیق حاضر از آن استفاده (+)pET26bبیانی

شد در این است که این ناقل داراي توالی آمینواسیدي 
pelB است که باعث هدایت پروتئینIFNα2b تولید

در حالی که ناقل بیانی . شودشده به فضاي پریپلاسمی می
(+)pET24dبهروان و همکارانش . ی استفاقد این توال

)2004( ،cDNA ي اینترفرون آلفاb2 را ازmRNA

هاي خون انسانی تهیه کردند و پس از هضم با لکوسیت
تحت کنترل bpET21هاي برشی، در ناقل بیانی آنزیم

در این تحقیق، ژن اینترفرون . کلون کردندT7پروموتر 
ستقیماً از آلفاي نوترکیب انسانی بدون پپتید نشانه و م

DNA لکوسیت انسانی تکثیر شد و به درون اشرشیاکلی
بیان ژن اینترفرون در این . کلون گردیدBL21سویه 

و وسترن بلات SDS-PAGEسیستم بیانی توسط آنالیز 
صورت هنترفرون بیق، ژن این تحقیدر ا.شددییتأ
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د نشانه نتوانست یل نبود پپتیدلهان شد و بیبیپلاسمتویس
). 19(شودیپلاسمیپريفضاوارد 

عدم یکی،یحرارتيبا القايب پروموترهایاز معا
ي، القايگریو داستنییپايکارآمد در دمايانجام القا

یپاسخ شوك حرارت. استیشوك حرارتيهاپاسخ
شود که اغلب، یمییهانید پروتئیمنجر به تولیاکلیاشرش

يسازتوانند جدایهستند و میسلوليهاپروتئاز
.ب را با مشکل مواجه کنندینوترکيهانیپروتئ

يبا توجه به کاربردهاو تحقیقن یبا انجام موفق ا
يباکتريتهاین مزیو همچن2bنترفرون آلفایایدرمان

هاي د پروتئینیزبان جهت تولیعنوان مهباشرشیاکلی
تواند یستم مین سیادر فضاي پریپلاسمی، بینوترک

ن پروتئین ارزشمند ید ایتولجهت ین مناسبیگزیجا
.ن باشدید پروتئیهاي تولستمیر سینسبت به ساییدارو
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Production of Human Alpha 2b Interferon in E.coli Expression System

Nehzat Abdolrasouli 1, Hamid Rajabi Memari2*, Mohammad Roayaei Ardakani3, Mohamad Ali
Ebrahimi 4, Nazanin Ebrahimi1

Abstract
Background and Objective: Interferons are part of the body's
defense system against viruses. These proteins are generated in
the body, and then they trigger the cells around them to produce
inhibitor proteins against virus replication. The purpose of this
study was cloning and expression of the human interferon alpha-
2bgene in preplasmic space of Escherichia coli.
Subjects and Methods: In this research, Alpha 2b interferon
gene was cloned in a pET-26b +)( expression vector, under the
control of T7 promoter and pelB periplasmic signal peptide
sequence using NcoI and XhoI restriction enzymes. The
expression vector was transformed into Escherichia coli strain
BL21 (DE3).Cloning of alpha interferon gene confirmed using
colony PCR, digestion and DNA sequencing.Gene expression of
alpha interferon was examined by SDS-PAGE and Dot blot
analysis. Also the possibility of periplasmic targeting was
determined using SDS-PAGE and dot blot analysis at 15 hrs
after induction.
Results: The results showed that Alpha 2b interferon was
produced in bacterial expression system and targeted to
periplasmic space.
Conclusion: Our study showed that the production of
pharmaceutical recombinant protein in preplasmic space of
bacterial expression system is fissible and can be ustilized as a
cheaper source and more efficient than conventional expression
systems.

Keywords: Interferon-α2b, pET-26b(+), Escherichia coli, IPTG.
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