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 هزينه و دقيق کم يابداع روش

 (hEGF) نوترکيب يانسان يفاکتور رشد اپيدرم يسازخالص يبرا
 

 +*يالسادات، سيد عباس شجاعيفاطمه خدارحم
 11111ـ  111 ي، صندوق پستيشيمي، گروه بيوتکنولوژ يتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشکده مهندس

 

 زاده، جعفر محمديانرسول خليل
 يزيست يمالک اشتر، پژوهشکده علوم و فناور يگاه صنعتتهران، دانش

 
ت يبا قابل ينيدالتون، پروتئ لويک 2/6 ينه و وزن مولکوليدآمياس 15با  ي( انسانEGF)يدرمياپ فاکتور رشدچكيده:

 يشيآرا هايفراوردهه يو ته يدر موارد پزشک يژگين ويل همين نوع سلول است و به دليک رشد چنديتحر
ه يسو ياکلياشرش يبه باکتر EGF حاوي ژن (+)pET23aد يابتدا پلاسم ،ن پژوهشيدارد. در ا ياريبس يکاربردها

BL21(DE3) به صورت  يانسان يدرميد فاکتور رشد اپيقادر به تول به دست آمدهب يه نوترکيمنتقل شد که سو
 يسه مرحله اصل يه و داراآسان و به صرف ين پژوهش، روشياستفاده شده در ا سازيخالصز بود. روند يردرون

 يجاد تاخوردگيو ا فراتصفيهبه روش  پاياني سازيخالصها، مولکول يو واسرشتگ يمولکول يشامل بازکردن تاخوردگ
بالا در ستون فاز  ييع با کارايما ين پژوهش، از روش کروماتوگرافيباشد. در ايجداشده م يهامولکول دوباره
سازي استفاده شد. خالصهاي گوناگون هاي مرحلهسنجش نتيجه يبرا SDS-PAGEش يدر کنار آزما وارون

 باشد.ين جداشده ميپروتئ يدهنده خلوص بالا براش نشانيهردو آزما هاينتيجه سازيخالصن مرحله يدرآخر
 

 .ه، تا خوردگي دوبارفراتصفيه ،سازي، نوترکيب، اشرشياکليخالص ،يانسان يدرمياپ رشد فاکتور هاي كليدي:واژه
 

KEY WORDS: Recombinant human epidermal growth factor (rhEGF); Purification; Recombinant 

Escherichia coli; Ultrafiltration; Refolding. 

 

 مقدمه
 يارهيد تک زنجيپپتي، پل(hEGF)يانسان يدرميفاکتور رشد اپ

و  دباشينه ميدآمياس 35دالتون و  1026 يبا وزن مولکول يکوچک
ب يد آن به صورت نوترکيت تولياست که قابل ييهانياز پروتئ يکي

 ک ي يانسان EGFفاکتور  يتنبرونط يدر شرا .وجود دارد
  بوده و يدرميها با منشاء اپسلول بيشتر يبرا يقو آغازگر
 ز بافت پوست و ير و تماين فاکتور تکثيا يتندرونط يدر شرا

 

 [.6،  0] کن د يک م  يرا تحر ينا ها وه، ششيقرن يمخاط يهاسلول
 مناس  ب  يک داروي  ن در ح  ال حا   ر ب  ه  ن  وان يپ  روتئ ني  ا

  مص دومان و درم ان   يجراح   يه ا ها،  مليدرمان سوختگ يبرا
را  ايگستردهکاربرد  ،ندهيشود در آيم ينيبشيرود و پيکار مهب

  يش  يد ل  وازآ آراي  و تول يمخ  اط يه  ام باف  تيت  رم يب  را
 .[0] باشد داشته

  E-mail: shoja_sa@modares.ac.ir+                                                                                                                                      عهده دار مکاتبات* 
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د يو تول يسازان، خالصيدر مورد ب ياديز يهاپژوهشتاکنون 
د آن يتول يبرا هاي گوناگونيفناورين انجاآ شده است و ين پروتئيا

 هازسازوارهير يانيب يهان در سامانهين پروتئياست. ا به کار رفته
 ،يانسان EGFن يپروتئان شده است. يها بو قارچ ياکلياشرش مانند
شده است.  يمعرف کوهنتوسط ميلادي  6610در سال ن بار ياول

و در سال ساخته شده  يانسان EGFژن ميلادي  6695در سال 
 [.6   1] ان شده استيساز آن کلون و بشيپميلادي  6691

 يجداساز ي، براهمکارانو  مونت، ميلادي 6693در سال 
 را  يا، روش جذب چند مرحلهياز ادرار انسان hEGFن يپروتئ
سه مرحله  سرانجاآو  گوناگون يکروماتوگراف يهاستون يوبر ر

  يابيبالا، به منظور دست ييع با کارايما وارونفاز  يکروماتوگراف
که توسط  يگري[. در پژوهش د7کار بردند]ص کامل بهيبه تخل
 نيانجاآ گرفت، پروتئميلادي  0222در سال  همکارانو  يجونگ ل
hEGF يبالا و کروماتوگراف ييا کاراع بيما يبه روش کروماتوگراف 

و  يون لي[. 9شد] يسازن با سر ت بالا، جدا و خالصيع پروتئيما
  hEGF سازيخالصو  ي، جداسازميلادي 0225در سال  همکاران
ب را با استفاده از ينوترک ياکلياشرش يکشت باکترطياز مح

ع يما يافته و  کروماتوگرافيبستر توسعه  يرو يجذب يکروماتوگراف
که در سال  يگري[. در پژوهش د6کردند] يبالابررس ييبا کارا
ن يانجاآ گرفت، پروتئ همکارانو  سولراتوسط ميلادي  0225

hEGF ب به دو روش ينوترک ياکلياشرش يد  در باکتريپس از تول
 يب و کروماتوگرافير شييبا تغ شويشيع به صورت يما يکروماتوگراف

 [. 3] شد يسازخالص بشويشي با تغيير شيصورت به يليتما
 ميلادي 0221را در سال  يگريپژوهش د همکارانو  صير   بدل

 ياکلياشرش يترشح شده از باکتر hEGFانجاآ دادند که در آن، 
جدا و  يله شوک اسمزيط کشت ابتدا به وسيب به درون محينوترک

گاند و به روش يل يت آماده دارايک کيسپس با استفاده از 
 [. 6شد] يجداساز يليتما يکروماتوگراف

 يرا در باکتر hEGF، ميلادي 0229در سال  همکارانو  شارما
نامحلول  ينيو به صورت توده پروتئکرده ان يب بينوترک ياکلياشرش
 ب يترتبه يسازخالص ين پژوهشگران برايد کردند. ايتول

 ع يما يو کروماتوگراف يونيض يتعو يکروماتوگراف يهااز روش
 [. 62استفاده کردند] وارونبا ستون فاز  بالا ييبا کارا

 يانسان يدرمين فاکتور رشد اپيپروتئ يسازخالص يکه برا يروش
  به دست آمدهن يمت تماآ شده پروتئيزان قيشود در ميانتخاب م

که تاکنون  ييهابرخوردار است. در تمامي روش ييت بالاياز اهم
 هايمرحلهدر  ياز انواع کروماتوگراف يکياند، گزارش شده

ابداع  ،ن پژوهشيهدف از اکار برده شده است. هب يسازخالص
 ن بود ين پروتئيا يخالص ساز يبرا ياصرفهبهو  يروش  مل

 يرا برا يزان خلوص قابل قبوليداشته و مهم لازآ را  ييکه کارا
 ه دهد.ين مورد بحث ارايپروتئ

 

 بخش تجربي
 د و ژنيزبان، پلاسميم

 يانسان يدرميد فاکتور رشد اپيتول يه برازبان استفاده شديم
(hEGF)، ه يسوBL21(DE3) بود که پس از  ياکلياشرش يباکتر

ب يصورت نوترک، به EGF حاوي ژن(+)pET23a  د يانتقال پلاسم
 .درآمد
 

 ط کشتيمح

ط کشت يها، از محهيه سويش اوليه و آزماي، تهينگهدار يبرا
 ه شد.ع و جامد استفاديبه صورت ما LB دهيچيپ

 
 يواره سلوليگسستن د

 قهيدور بر دق 3222ب با سر ت ينوترک يباکتر يط کشت حاويمح
ن شده ينشته يهافوژ شد. سلولي، سانترC°4قه در يدق 9به مدت 

  ،PMSFو  pH ،EDTA=7/4مولار با يليم 32در بافر فسفات 
 بي مل تخر يکنواخت درآمد. برايق يبه صورت تعل C°4 يدر دما

 مولد امواج فراصوتاز دستگاه  يبه روش فراصوت يلولواره سيد
 وات استفاده شد. 162با توان  WUC-D10Hمدل 
 
 ينيپروتئ يهاوشو و حل کردن تودهشست

 مرتبه  4 يب سلوليماند به دست آمده پس از مرحله تخرته
 X-622تون يتر يحجم   يحجم 5% يبا بافر فسفات حاو

 مخلوط پس از همگن شدن شو داده شد. در هر مرحله وشست
ط يمح يقه در دمايدق 02 يال 63به مدت  يکيبه کمک همزن مکان

  قهيدق 02قه به مدت يدور بر دق 62222قرار گرفته و سپس با سر ت 
 به دست آمدهماند در مرحله بعد، ته فوژ شد.يسانتر C4° يو در دما
، با بافر فسفات X-622تون يشو با ترون مرتبه شستياز آخر
 يهاپس از قرار دادن تودهمولار شسته شد. سرانجاآ  5اوره  داراي

ط، يمح يقه در دمايدق 63مولار به مدت 5مجاور شده با اوره 
 قه يدور در دق 62222با سر ت  دست آمدهبهق يتعل

 . به منظور شدفوژ يسانتر C4° يقه و در دمايدق 02به مدت 
ر استفاده شد. مولا 9از اوره  ينيپروتئ يهاحل کردن توده
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 حذف برابر    کون با برشيآم يمحلول از صاف يسازشفاف يبرا
 يهاوستن مولکوليهم پاز به يريمنظورجلوگبه استفاده شد. KD622با 

 .[9، 66-65] استفاده شد( DTT)  توليوتريتين از ديپروتئ
 

 فراتصفيه

 ، پيشيناز صاف کردن مرحله  به دست آمدهمحلول شفاف 
 کون( يمعروف به سنتر يادار )سامانهيصاف يهان لولهبه درو
قه يدور در دق 1222خته و با سر ت ي، رKD 5حذف برابر با    با برش
 فوژ و به صورت يقه سانتريدق 52و به مدت  C4° يدر دما

 ، فراتصفيهشد. در ادامه روند  يزمان صاف و جداسازهم
 حذف برابر    با برش داريصاف يهاق شده به درون لولهينمونه رق

 دور  62222و  6222، 9222 يهاخته و با سر تي، رKD62با 
 فوژ و به صورتيقه سانتريدق 52و به مدت  C 4° يقه در دمايدر دق

 شد. يهمزمان صاف و جداساز
 

 يسازخالص هاي گوناگونهاي مرحلهنتيجهسنجش 

 هاي گوناگونمرحلهان و خلوص در يزان بين مييتع يبرا
ب، ينوترک يهادر سلول يانسان يدرميفاکتور رشد اپ يص سازخال

 در حضور  63د %يآملياز روش الکتروفورز با ژل اکر
ن مرحله ياستفاده شد. آخر(SDS-PAGE) ل سولفات يم دودسيسد

ب، استفاده از روش ينوترک hEGFن يخلوص پروتئ يبررس
  يرابود. ب وارونبالا در فاز  ييع با کارايما يکروماتوگراف

 ( در دستگاه SIGMA) وارونفاز  69Cن منظور از ستون يا
(UV 7300)Younglin Instrument مورد استفاده ياستفاده شد. بافرها 

 اسيد کيفلورو استي( ترv-v)6% يهامحلول يانجاآ کروماتوگراف يبرا
(TFAدر آب دوبار ) 6ون و %ي بدونر يتقط(v-vتر )فلورو ي

تجزيه ن مورد، از روش يل بودند. در ايتريدر استوناسيد ک ياست
 ش، يآزما يب استفاده شد که در ابتداين ترتيبه ا شويشي با تغيير شيب

  6% ب از محلوليبه ترت 2به  622فاز متحرک با نسبت 
  کيفلورو استيد ترياس 6% در آب و  محلولاسيد  کيفلورو استيتر

  وارونقه با يدق 32زمان ل آغاز و پس از گذشت مدتيتريدر استون
 د.يان رسين نسبت به پايا

 
 نيپروتئ ييشکل فضا يابيباز

ن، محلول يدر مولکول پروتئ يتاخوردگ دوبارهجاد يا يبرا
 فراتصفيهاز  به دست آمدهبه محلول  mM 3سيستئين باغلظت 

 سا ت در دماي محيط،  6افزوده شد، پس از گذشتن مدت زمان 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

های نوترکيب و غيرنوترکيب الکتروفورز سلول ـ نتيجه آزمايش3شکل 
 : باکتری نوترکيب 2و 3باکتری پس از گسستن ديواره سلولي، 

 : باکتری غيرنوترکيب 3و  4ميکروليتر،  32و  22 تزريقبا 
 استاندارد. hEGF: نمونه 5ميکروليتر و  32و  22 تزريقبا 

 
 دت مشد و به افزودهبه محلول بالا  mM 3سيستين با غلظت 

 .[9سا ت در دماي محيط قرار گرفت] 04

 
 و بحث هانتيجه

له القاگر يوسبه hEGFن يان مناسب پروتئينان از بيپس از اطم
IPTG ش يب به روش انجاآ آزماينوترک ياکلياشرش يدر باکتر

شود، يده ميد 6جه آن در شکل يکه نت SDS-PAGEالکتروفورز 
ق ين به صورت تعليتئگسسته و توده نامحلول پرو يواره سلوليد
 کنواخت در بافر فسفات درآمد.ي

 
 ينينامحلول پروتئ کردن تودهوشو و حلمرحله شست

با مواد  ينينامحلول پروتئ ، تودهيدر ادامه و در مرحله بعد
ن پژوهش با استفاده از يواسرشته کننده با غلظت بالا حل شد. در ا

وشو شست ه باهمرادر بافر فسفات،  5با غلظت % X-622تونيتر
  ييغشا يهايژه چربيوها و بهياز آلودگ چشمگيريبخش 

چهار  هاينتيجهط خارج شد. يحل شده و به صورت روماند از مح
ن ماده فعال يبا ا ينيتوده نامحلول پروتئ يشوومرحله شست

 آورده شده است. 0در شکل يونير يغ  يسطح
 ها يچربو حذف  يواره سلوليشکستن د ياست که برا يگفتن
 يجاد مشکلاتيل ايز استفاده شد اما به دليل سولفات نيم دودسياز سد

خلوص  دست نيافتن بهو  ينينده از توده نامحلول پروتئين شويا يدر جداساز
 نده مورد استفاده قرار نگرفت.ين شوين مورد بحث، ايپروتئ يمناسب برا
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بر توده  X-322اثر تريتون فورز پس ازونتيجه آزمايش الکتر ـ2شکل 
 :نمونه شسته نشده EGF ،2: نمونه استاندارد3ول. لپروتئيني نامح

و  X-322:نمونه دو بار شسته شده با تريتونX ،4-322با تريتون
 .X-322:نمونه چهار بار شسته شده با تريتون3

 
مولار  9شو، در اوره وپس از شست ينيتوده نامحلول پروتئ

شود. دليل يده ميد 5ن مرحله در شکل يجه ايکه نت حل شد
 مير مستقيم و غيمستق صورتبه ن مادهياستفاده از اوره اين است که ا
 يهامولکول يو باز شدن تاخوردگ يعيبا ث بر هم زدن شکل طب

جذب  طور مستقيمبهاوره  يهاشود. مولکوليم ينيپروتئ
 شوند.  ين ها ميدر سطح پروتئ يو قطب دوستآب يهاگروه

 گريکديبر  ياثر دفع ،يقطب يجذب شده به گروه ها يهان مولکوليا
 ن يمولکول پروتئ ،موجود در سطح يدفع يروين نيدارند. بر اثر ا

  موجود زيگرآب يهاگروه که يطوربه ،دشويباز شده و متورآ م
 دهد.يقرار م يط خارجين را در معرض محيپروتئ ساختمان در داخل

و  يثباتيجاد بين سبب ايپروتئ درون ساختمانورود آب و اوره به 
 [.64]شود ين ميپروتئ يعيبرهم زدن شکل طب

از اثر اوره بر توده نامحلول  به دست آمدهکنواخت يق يتعل
ن حل شده و يپروتئ يهامولکول يمنظور جداسازبه ينيپروتئ

 قه و به مدت يدور در دق 62222ها با سر ت يحذف آلودگ
  يمناسب انجاآ نشد. صاف يشد اما جداساز وژسانتريفقه يدق 43

 کار گرفته شد ن مشکل بهيبه  نوان راه حل ا KD622حذف    با برش
ن يدر اوره از ا ينيکنواخت توده نامحلول پروتئيق يو با  بور تعل

  KD622حذف    . برشبه دست آمدجه مطلوب ينت يصاف
 يردهت  بويمخلوط از آن، قابل ي بور نسب سادگيل يدلبه

 يسازادامه روند خالص  يبرا ياز اوزان مولکول يمحدوده مطمئن
 يهاي بور دادن مخلوط از صاف يت مطلوب برايشفاف دستيابي بهو 

 .ن انتخاب شدييپا يهاحذف   با برش

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مولار  8های حل شده در اوره نتيجه آزمايش الکتروفورز نمونه ـ4شکل 
 . KD322برابر با حذف -از عبور توده از صافي با برش پسو پيش 

 تزريقهای عبور کرده از صافي با : نمونه4وEGF،2: نمونه استاندارد3
 :نمونه توده باقي مانده در روی صافي.3ميکروليتر و 32و 22ترتيببه

 

 فراتصفيهمرحله 

( و KD 0/1) hEGFن ين پروتئييپا يبا توجه به وزن مولکول
ن هاي ميزبان با وزن مولکولي نزديک به آن، يپروتئ ناچيز بودن

گر ين از دين پروتئيا يجداساز يتوان برايروش صاف کردن را م
 فراتصفيهن پژوهش از دو مرحله يدر ا کار برد.ات سلول بهيمحتو

 ها استفاده شد.نياز پروتئ يامجمو ه يصاف کردن محلول حاو يبرا
 تر از کم يبا اوزان مولکول ييهاجا که ممکن بود مولکولاز آن

KD 0/1  يصورت آلودگو به  پيشين هايمرحلهانجاآ  زماندر 
 فراتصفيهمرحله دوآ  يمورد استفاده برا يوارد محلول شده باشد و صاف

  لازآ بود ،داشت KD62برابر با  يحذف   برش پاياني يسازو خالص
تر سبک يمالاحت يهاندهيآلا يصافاين ش از  بور محلول از يتا پ

 فراتصفيه يهن مرحليو در اول ن منظوريبه ا ط خارج شوند.ياز مح
  بور داده شد.  KD 5حذف    با برش يمحلول بالا از صاف

 ، پيشين ي بور روماند صاف يعني تصفيهسپس مرحله دوآ 
ن ي، انجاآ شد و  بور پروتئKD62حذف برابر با    با برش ياز صاف
hEGF ن منظور، نمونه درون يانتظار بود. به اطور خالص مورد به

 قه يدق 52خته و به مدت يدار ريفوژ صافيسانتر يهالوله
 قه يدور در دق 62222و  6222، 9222 گوناگون يهابا سر ت

 فوژ، يسانتر گوناگون يهافوژ شدند. سر تي، سانترC 4° يدر دما
  يرويگرنين سر ت و به  بارت دييو تع يبا هدف بررس

ش يمورد آزما hEGFن يپروتئ يجداساز يز مرکز مناسب براز ايگر
توان سر ت يم يراحتبه 3و 4 يهاشکل ديدنبا  قرار گرفت.
 .کردرا  انتخاب  يجداساز يمناسب برا

EGF  

(6/2 KD) EGF  

(6/2 KD) 
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: نمونه زير KD3203حذف =  -برشنمونه های زير صافي با  ـ3شکل 
ير صافي با سرعت ز : نمونه2دور در دقيقه،  8222صافي با سرعت 

زير صافي با سرعت  : نمونه4ميکروليتر، 35دور در دقيقه با غلظت  32222
 .EGF:نمونه استاندارد3ميکروليتر و  22دور در دقيقه با غلظت  32222

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

: نمونه صاف شده KD32 .3حذف =  -نمونه زير صافي با برش ـ 5شکل 
 .EGFنه استاندارد: نمو2دور در دقيقه و  9222با سرعت 

 
 يعنيوژ يفيدستگاه سانتر يبرا يابيسر ت قابل دست ييحد بالا

بالا بود که با ث  بور  يقه، به حديدور در دق 62222
 ن هدف شده بود و سر ت يتر از پروتئنيسنگ يهامولکول
ن هدف از ي بور پروتئ يلازآ برا يرويز نيقه نيدور در دق 9222
قه يدور در دق 6222سر ت  جاآسرانن نکرد. يرا تأم يصاف
 يدرميص کامل فاکتور رشد اپيتخل ي نوان سر ت مناسب  برابه

 انتخاب شد. ياکليب اشرشينوترک ياز باکتر يانسان
 KD62حذف    با برش يخلوص نمونه  بور داده شده از صاف

قه با استفاده از يدور در دق 6222شده با سر ت  سانتريفوژو 
 .د شدييزتأين وارونبالا با ستون فاز  ييکارا با عيما يکروماتوگراف

 يريگجهينت
 يصرفه و مناسب براآسان، مقرون به يروش پيشنهاديروش 

باشد. ين مييپا يبا وزن مولکول ييهانيص پروتئيو تخل يجداساز
بستر  يمانند روش جذب رو يکروماتوگراف يهااز انواع روش

 نوان بالا، به ييا کاراع بيون، مايض ي، تعويليافته، تمايتوسعه 
 ن ين پروتئيا سازيخالصدر روند  ياصل هايمرحلهاز  يکي

 سازيخالصند ينه شدن فراين امر با ث پرهزياستفاده شده است که ا
  ين بار از روش جداسازينخست يدر پژوهش حا ر، برا شود.يم

 ع يما ياستفاده شد و از روش کروماتوگراف يو صاف فوژيبا سانتر
 استفاده شد.  يين نهايسنجش خلوص پروتئ يبالا تنها برا ييارابا ک

 دهد که ين امکان را ميا hEGFن ين پروتئييپا يوزن مولکول
پژوهش  نوان اساس کار در اين بتوان روش فراتصفيه را به

 نيپروتئ سازيخالص يبرا تصفيهکه از روش  يانتخاب نمود. در موارد
 ب استفاده يمناسب و ترت يهايشود، انتخاب صافياستفاده م

 د توجه داشت، که مرحلهيرد. البته بايد مورد توجه قرار گيها بااز آن
ت بوده و در صورت وجود يار با اهميند بسين فرايشو در اوشست
 د.يجه نخواهد رسيبه نت سازيخالصن مرحله، روند يا اشکال در اينقص 

تنها با استفاده از  ن پژوهش،يتوان گفت که بر اساس ايمسرانجاآ 
  سانتريفوژن سر ت يو با استفاده از بهتر فراتصفيهروش 

از فاکتور رشد  ييتوان به خلوص بالاين شد، مييتع rpm6222که 
نه ير هزيگافت. کاهش چشمي( دست hEGF) يانسان يدرمياپ

 ، با توجه به استفاده نکردنhEGFن يپروتئ يسازو خالص يجداساز
 هايبرتريز از ين يسازدر روند خالص يافاز روش کروماتوگر

 باشد.ين روش ميگر ايد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 1531/ 3/6 پذيرش : تاريخ  ؛  7/5/1531دريافت :  تاريخ
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