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Expression of recombinant S100A8 subunit and evaluation of Ca effect on its tertiary 
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Abstract  
Background: S100A8 as a subunit of calprotectin heterodimer plays a role in inflammatory 
processes and cancer. 
Objective: The aim of this study was to express recombinant S100A8 and to evaluate Ca effect on 
its tertiary structure. 
Methods: This experimental study was performed in Qazvin University of medical sciences, 2013. 
Recombinant S100A8 subunit was expressed in pET15b, E. coli BL21 (DE3) system as a his-tagged 
protein. The protein purification process was accomplished under both native and denaturing 
conditions using Ni-NTA column and different concentrations of imidazole. The expression and 
homogeneity of recombinant protein was analyzed using sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE). The tertiary structure of S100A8 was studied in the absence and 
presence of Ca using fluorescence spectrometry. 
Findings: The highest expression of S100A8 with apparent molecular weight of 8 kDa was found 
in denaturing conditions. In the purification process, the most purified S100A8 was seen with a 
gradient of 150 and 200 mM imidazole. The maximum fluorescence emission of S100A8 was 
observed at 330 nm in the presence and absence of calcium. Emission intensity was decreased in the 
presence of different concentrations of calcium. 
Conclusion: Changes in tertiary structure of S100A8 subunit in the presence of calcium may affect 
the protein function and may contribute to understand the role of this protein in cancer and 
inflammatory processes. 
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   آن سوم ساختار بر كلسيم اثر و نوتركيب S100A8 واحد زير بيان
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  چكيده
 نقـش  ايفـاي  سرطان و التهاب به وابسته فرآيندهاي از بسياري در هترودايمر كالپروتكتين سازنده زير واحدهاي از يكي عنوان به S100A8 :زمينه

  . كندمي
  . تعيين اثر كلسيم بر ساختار سوم آن انجام شدو  نوتركيب صورت به S100A8منظور توليد  بهمطالعه  :هدف
 pET15bدر پلاسـميد   S100A8ابتدا زيـر واحـد   . نشگاه علوم پزشكي قزوين انجام شددر دا 1392اين مطالعه تجربي در سال  :هاروش و مواد

 فرآيند تخليص پروتئين در دو حالت محلول و نـامحلول، . بيان شد his-tagداراي صورت پروتئين ه ب E. Coli BL21 (DE3)و ميزبان نوتركيب 
ارزيـابي   SDS-PAGEبيان و خلوص پروتئين نوتركيـب از طريـق الكتروفـورز     .شد انجام ايميدازول مختلف هايغلظت و نيكل ستون از استفاده با

  .گرديد بررسي كلسيم حضور عدم و حضور در فلورسانس، سنجي طيف روش از استفاده با S100A8 سوم ساختار. شد
 بـا محلول  پروتئين ترينخالص تخليص، فرآيند در. شد بيان كيلودالتون 8 مولكولي وزن با S100A8 پروتئين ترينبيش نامحلول حالت در :هايافته
 در S100A8 فلورسـانس  نشـر  ميـزان  تـرين بـيش  نانومتر، 330 موج طول در .آمد دست به ايميدازول مولارميلي 200 و 150 هايغلظت از استفاده
 .يافت كاهش كلسيم مختلف هايغلظت حضور درشدت نشر و  دمشاهده ش كلسيم حضور عدم حضور و
و بـه درك نقـش ايـن     كلسيم، ممكن است عملكرد پروتئين را تحت تأثير قـرار داده  حضور در S100A8 زيرواحد سوم ساختار تغيير :گيرينتيجه

  .رآيندهاي التهابي و سرطان كمك نمايدپروتئين در ف
  

  ها، پلاسميدها، پروتئينژل الكتروفورز ديآم لياكر يپل، كلسيم، فلورسانس طيف سنجي :هاكليدواژه
  

  :مقدمه 
 عنـوان  بـه  هـا پروتئين S100 خانواده از كالپروتكتين     
 و روي بـه  شـونده  متصل پروتئين يك و التهابي گرنشان
 نوتروفيـل،  غشاي روي آن عمده قسمت كه است كلسيم

 هترودايمـر  يك ساختار نظر از. استماكروفاژ  و مونوسيت
 زنجيره. است زنجيره هر در كلسيم به اتصال جايگاه دو با

ــون 8( ســبك ــا كيلودالت ــيد 93 ب ــا) آمينواس ــام ب ــاين  ه
MRP8/S100A8/P8/L1L حضور در. شودمي شناسايي 

         اتصـــال يتوانـــاي S100A8 ســـبك زنجيـــره كلســـيم،
 ساختار و دارد را S100A9 سنگين زنجيره با كووالان غير

 S100A8 )1(.كنــدمـي  ايجـاد  را كـالپروتكتين  هترودايمـر 
 ضد سايتوكايني، شبه ميكروبي، ضد: دارد را زير هاينقش
 و التهـاب  ايمنـي،  تنظـيم  سلولي، اتصال ،زاييرگ ،تكثير

 ـ مقـادير . سرطان فرآيند در كنندهشركت  S100A8 الايب
ــد در ــاب رون ــود الته ــاط و دارد وج ــين ارتب ــاب ب    و الته

ضـد   خـواص  وجـود  با. است شده شناخته نيز زاييسرطان
 ابزار عنوان به آن از استفاده احتمال و S100A8 وريتوم

 نيـز  تومـور  آغازكننـده  هـاي پاسـخ  برخي سرطان، درماني
ــط ــايي آن توس ــده شناس ــدش ــيص )3و2(.ان ــروتئين تخل  پ
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S100A8 آن،  حـاوي  هـاي سـلول  ساير و هانوتروفيل از
 لازم پـروتئين  مقـدار  و اسـت  بازده كم و زحمت پر اريك

 ديگـر،  سـوي  از. كـرد  نخواهد برآورده را تحقيق امر براي
 انجـام  كلسـيم  حضور در تنها پروتئين اين زيستي عملكرد

 حضـور  عدم و حضور در پروتئين ساختار بررسي و شودمي
 نهايـت  در و سـاختاري  تغييـرات  گـر بيان تواندمي كلسيم

 پـروتئين  كمـك  بـا  بنابراين. باشد پروتئين اين عملكردي
 تـوان مي آن، ساختار بر كلسيم يون اثر بررسي و نوتركيب
 كـرد  مشخص را S100A8 به وابسته مولكولي مسيرهاي

 پيشـبرد  بـراي  جديـدي  بـالقوه  اهداف تواندمي گام اين و
 پـيش  آن بـه  مربوط التهابي هايواكنش و سرطان درمان
 S100A8 توليد هدف با حاضر مطالعه لذا. بگذارد ما روي

  .شد انجام آن سوم ساختار بر كلسيم اثر تعيين و نوتركيب
  

  :هامواد و روش 
 زيست فناوري هايروش بر تكيه با تجربي مطالعه اين    
  .  شد انجام قزوين پزشكي علوم دانشگاه در ،1392 سال در
 حامـل  نوتركيـب  pET15b ميدپلاس ـاز  ر اين مطالعهد   
 مطالعهموجود در آزمايشگاه و تهيه شده در  S100A8 ژن

 بـاكتري از  .اسـتفاده شـد   S100A8، به عنوان منبع قبلي
BL21(DE3) E. coli       بـه عنـوان ميزبـان جهـت بيـان

S100A8 نوتركيب استفاده گرديد .IPTG، LB broth و 
 از ســيلينآمپــي ،)آمريكــا( Sigma شــركت از ايميــدازول

سـديم هيـدروژن    هـاي نمـك  و) آلمـان ( Roche شركت
 كلسـيم  و كلرايد سديم ،فسفات مونو بازيك و دي بازيك

 پلازميـد از  .شـدند  تهيه) آلمان( Merck شركت از كلرايد
ــاوي ــزان  S100A8 ژن ح ــه مي ــر 2 ب ــه ميكروليت  50 ب

ــر ــاكتري ميكروليت ــتعد BL2 (DE3) E. coli  ب  مس
)competent(، انكوباسيون دقيقه 30 از پس و شد اضافه 

 و درجـه  42 تـا  37 دمـاي  در دقيقـه  2 مدت به يخ، روي
 سپس. شد داده قرار يخ روي دقيقه 2 تا 1 براي بلافاصله

 باكتري سوسپانسيون به تازه كشت محيط ميكروليتر 250
 و درجه 37 دمايساعت در  1 مدت به و اضافه ميدپلاس و

 كـه  يافـت  ادامه زماني تا انكوباسيون. شد هانكوب G4  دور

 بـه  نـانومتر  600 مـوج  طول در كشت محيط نوري جذب
 توليـد  جهـت  هـا بـاكتري  ،زمـان  اين در رسيد، 5/0 حدود

  . شدند القا مولارميلي 1 غلظت با IPTG توسط پروتئين
 50 القـا،  از پـس  سـاعت  3 و 2 ،1 زمـاني  فواصل در     

 تـرين بـيش  بررسـي  جهـت  ده،ش ـ القا محيط از ميكروليتر
 بردارينمونه هر از پس و شد برداشته پروتئين بيان ميزان

 4 در دقيقـه  10 مـدت  بـه  پـروتئين،  حاوي سوسپانسيون
هـا،  جهت ليز باكتري. شد سانتريفوژ G2500 دور و درجه

 دي فسفات هيدروژن سديمPBS ( بافر حاصله رسوب به
 بازيـك  مونو تفسفا هيدروژن سديم مولار،ميلي 8 بازيك

) =2/7pHو  مـولار ميلي 154 كلرايد سديم مولار،ميلي 2
 حاصـله،  مخلـوط  نمـودن  ليـز  و همگن از پس .شد اضافه

 15 مـدت  به G12000 دور و درجه 4 دماي در سانتريفوژ
 پـروتئين  حـاوي  كه حاصله مايع بخش. يافت ادامه دقيقه

 ريفوژسانت از ماندهباقي رسوب به و گرديد جدا بود، محلول
ــت ــروتئين اســتخراج جه ــافر نــامحلول، پ  B  )Trisب

 فسـفات  هيـدروژن  سـديم  مـولار، ميلـي  10 هيدروكلرايد
 اضافه) =8pH و مولار 8 اوره مولار،ميلي 100 مونوبازيك

 محلول پروتئين استخراج براي شده انجام مراحل تماميو 
 بـا  شده استخراج محلول پروتئين ،نهايت در. شد تكرار نيز

 بـافر  از مختلـف  هـاي غلظـت  و نيكـل  سـتون  از دهاستفا
ــدازول ــي B)Hepes 25  ايمي ــولار،ميل ــدازول م  10 ايمي

) =5/7pH و مـولار ميلـي  100 كلرايـد  سـديم  مولار،ميلي
 پـروتئين،  تخلـيص  و القـا  مرحلـه  از پس. گرديد تخليص
، S100A8 پـروتئين  كيفي و كمي وجود از اطمينان جهت

 ميكروليتـر  30 به. شد تفادهاس الكتروفورزيس ژل روش از
 10 تخلـيص،  و القـا  از پـس  شـده  برداشـته  هاينمونه از

 دادن قـرار  از پـس  و شد اضافه X4 بافر سمپل ميكروليتر
 ژل روي هـا نمونـه  درجـه،  85 دماي در دقيقه 5 مدت به

 ژل، روي الكتروفورز از حاصله باندهاي شدت. گرفت قرار
 بيـان  ميـزان  ينتـر بـيش  پروتئين، تخليص مرحله از پس

 مولارميلي 200 و 150 هايغلظت با شده تخليص پروتئين
ــود ايميــدازول از ــابراين .ب  S100A8 از ليتــرميلــي 50 بن

 سـديم ( دياليز بافر ليتر 5 در هاغلظت اين با شده تخليص
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 كلرايد سديم مولار،ميلي 25 بازيك مونو فسفات هيدروژن
 قــرار عتســا 8 مــدت بــه) =5/6pH و مــولارميلــي 100

 1( ميكروليتر در ميكروگرم 1/0 غلظت نهايت در و گرفت
 بـراي  نـانودراپ  اسپكتروسكوپي از استفاده با) ميكرومولار
S100A8 400 در فلورسانس شدت. آمد دست به حاصله 
 ديـاليز  بـافر  بـا  شـده  رقيـق  S100A8 مخلوط ميكروليتر

 طـول  با Cary-Bio700 اسپكتروفلوريمتر دستگاه توسط
ــوج ــانومتر 280 ريكــيتح م ــا  300 محــدوده در ن  450ت

 از مختلـف  هـاي غلظـت  حضـور  عدم و حضور در نانومتر،
 ايـن  بـه  .گرديـد  گيرياندازه مولارميلي 10 كلرايد كلسيم
 ميكروليتر 200 با پروتئيني نمونه از ميكروليتر 200 منظور

 5 در اسـتوكيومتري  محاسبات با و شده دياليزرقيق بافر از
ن ميزا، مولارميلي 35/0 تا 005/0 كلرايد، يمكلس از غلظت

  .شد بررسيس فلورسانر نش
  

  :هايافته 
 در كيلودالتون 8 مولكولي وزن با S100A8 استخراج     
كـه   شـد،  مشـخص  ژل روي نامحلول و محلول حالت دو

نـامحلول   حالـت  به مربوط پروتئين توليد ميزان ترينبيش
 هـاي سـاعت  در هاهنمون الكتروفورزيس ژل همچنين. ودب

     گــربيــان ،IPTG بــا هــابــاكتري القــاي از پــس مختلــف
 3 انكوباسـيون  از پـس  پـروتئين  توليـد  ميـزان  ترينبيش
 انكوباسـيون  سـاعت  1 از پس آن مقدار ترينكم و ساعته

  ).1 شماره شكل( بود

  
  

 شده نرمالايز هاينمونه از SDS PAGE - 1 شكل
S100A8 القا زا پس مختلف هايساعت در   

  

 اول هـاي ساعتبه  مربوط ترتيب به 3تا  1 از نامحلول پروتئين هاينمونه(
مربوط به  ترتيب به 6 تا 4 از محلول پروتئين هاينمونه القا، از پس سوم تا

  )القا از پس سوم تا اول هايساعت

 از پـس  S100A8 ميـزان  تـرين خـالص  و ترينبيش     
 و 150 هـاي غلظـت  با نيكل، ستون از پروتئين شستشوي

 توليـد  بـازده  و آمـد  دسـت  بـه  ايميدازول مولارميلي 200
  ).2 شماره شكل( بود ميكرومولار 1 غلظت حصول پروتئين،

  
  

 هايغلظت در S100A8 تخليص از SDS PAGE - 2 شكل
   ايميدازول مختلف

  

 150=8  ،مـولار ميلـي  100=7  ،مـولار ميلي 75=6  مولار،ميلي 50=5و  4
  مولار 1=10 و مولارميلي 200=9  ،مولارميلي

       
 حضـور  در  S100A8فلورسانس نشر ميزان ترينبيش    
 دسـت  به نانومتر 330 موج طول در كلسيم، حضور عدم و

 نشـر  شـدت  ،كلسيم مختلف هايغلظت حضور با كه آمد
   .)3 شماره شكل( داشت كاهش

  
  

) 1( كلسيم حضور بدون S100A8 سوم ساختار - 3 شكل
 كلسيم مولارميلي 35/0 تا 05/0 هايغلظت حضور در و

  )7 تا 2 از ترتيب به(

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



                                        19مه نعمتي نيكو و همكاران                                                                                                فاط.../ نوتركيب و اثر كلسيم بر S100A8بيان زير واحد    
 

  :گيريبحث و نتيجه 
 اثـر  و گرديد توليد نوتركيب S100A8 مطالعه اين در     

  پـروتئين  سوم ساختار در تغيير سبب آن ساختار بر كلسيم
 حفـظ  .شد نانومتر 330 در فلورسانس نشر شدت كاهش و

 آمـدن  دسـت  بـه  بـا  پـروتئين  عملكردي و طبيعي ساختار
 .شـد  مشـخص  نـانومتر  330 موج طول در نشر ترينبيش

 اسـيد  موقعيت تغيير و آن نشر شدت كاهش با نيز كلسيم
 زمينه و داد تغيير را S100A8 ساختار فلوروفور هايآمينه
  .  كرد فراهم را آن عملكرد در تغيير
 بـا  القـا  از پـس  انكوباسـيون  بـراي  لازم زمـان  مدت     

IPTG آن در انكوباسـيون  كـه  محيطـي  حـرارت  درجه با 
 مـدت  حـرارت،  درجه افزايش با. دارد ارتباط شودمي انجام
 نيـاز  هـا بـاكتري  توسط پروتئين توليد براي تريكم زمان
 سـاعت  3 از پـس  درجـه  37 دماي در كه طوريه ب است؛

 ميزان .شودمي توليد پروتئين حجم ترينبيش انكوباسيون،
نيـز   كشـت  محـيط  در هـا سـلول  تـراكم  به پروتئين وليدت

 تـوان مي آن نوري جذب ميزان بررسي با كه است وابسته
 مشـخص  را انكوباسـيون  مـدت  شروع براي مناسب زمان
 نـوع  پـروتئين،  توليـد  از هـدف  كـه  آن بها توجه ب )4(.كرد

 مناسـب  دمـاي  تـوان مـي  باشد، آن غيرمحلول يا محلول
 مـوارد،  تربيش درالبته . كرد شخصم را انكوباسيون براي
 شـرايط  تحـت  كـه  چرا ؛است محلول پروتئين توليد هدف

 بـاكتري  در مطلـوب  سـرعت  بـا  محلـول  پروتئين طبيعي،
 و است بهينه عملكردي و ساختاري نظر از و شودمي توليد
 )5(.اسـت  تـر سـريع  و ترآسان نيز آن تخليص و توليد روند
 زيـر  هـاي روش از وانتمي محلول پروتئين افزايش جهت

 كـاهش  القـا،  جهـت  سرد هايسيستم ايجاد: كرد استفاده
ــا Tag از اســتفاده ،IPTG غلظــت ــزايش و ه  غلظــت اف
 صـورت  دراسـت   شـده  مشخص همچنين )7و6(.هاچاپرون
 600 در هاآن نوري جذب كه ايمرحله در هاباكتري القاي

 نظـر  در درجـه  4 انكوباسـيون  دمـاي  و باشد 1/0 نانومتر،
زمـاني   برابـر  سه محلول، پروتئين توليد بازده شود، گرفته

   )8(.باشد 6/0 جذب ميزانخواهد بود كه 

ــولار 1 غلظــت حصــول      ــروتئين از ميكروم  خــالص پ
S100A8 ايـن  توانمي ورا برآورده كرد  تحقيق اين نياز 

 فلورسـانس،  روش در. داد افزايش نياز، صورت در را بازده
تا  330 موج طول در نشر شدت ينتربيش آمدن دست به

 )9(.اسـت  پروتئين ساختار بودن طبيعي گربيان نانومتر 340
 دنبـال  به را نشر شدت كاهش كلسيم، ليگاند شدن اضافه
 نشر موج طول ترينبيش در انحرافي كه آن بدون ،داشت

 جهتـي  در پروتئين ساختار تغيير گربيان اين و آيد وجود به
 بنابراين. باشد داشته را خود طبيعي عملكرد بتواند كه است
 فلوروفور آمينه اسيد عنوان به تريپتوفان كلسيم، حضور در
 سـبب  كـه  دهـد مـي  موقعيت تغيير پروتئين در ايگونه به

 تغيير، اين و شودمي پروتئين از تركم فلورسانس نشر بروز
 و التهـابي ضـد   ميكروبـي،  ضد هايفعاليت براي را زمينه
 ايـن . كنـد مي فراهم S100A8 توسط هاعفونت به پاسخ
 آمينواسـيدهاي  جـايي جابـه  و سـاختار  در تغييـر  بـا  ليگاند

 بـر  پـروتئين،  سـطح  بـه  هيـدروفوب  محـيط  از آروماتيك
 ليگانـد  پيوند اين، بر علاوه .است ثرمؤ آن زيستي عملكرد

 پروتئين از فراواني ساختاري اطلاعات تواندمي پروتئين به
 متصـل  آمينواسـيدهاي  در جهـش  )9(.دهـد  قرار اختيار در

 هـاي فعاليـت  كـاهش  يـا  مهـار  سـبب  كلسـيم  به شونده
S100A8 واحـد  زيـر  ايـن  اتصـال  براي مانعي و شودمي 

 بـا  كلسـيم . بود خواهد كالپروتكتين هترودايمر توليد جهت
 چـون  آروماتيـك  آمينواسـيدهاي  قرارگيري نحوه در تغيير

 ايــن ملكــردع در ثبــات و پايــداري افــزايش هيســتيدين،
   )10(.شودمي موجب را پروتئين

 اثـر  بررسـي  و S100A8 نوتركيب توليدبه طور كلي،      
هدف  با آن، عملكرد و ساختار بر كلسيم چون ليگاندهايي

در  پروتئين اين به وابسته مولكولي هايمكانيسم ساييشنا
 بـراي  را يتـر روشن آينده سرطاني، و التهابي هايريبيما

ايـن  ) 11(.گذاشـت  خواهـد  روي پيش هايماريب اين كنترل
 استفاده و توليد سوي بهرا  يجديد نگرش تواندمي لعهمطا
 و ســرطان مهــار جهــت خطــربــي و طبيعــي داروهــاي از

  . دكن مطرح آن به مربوط فرآيندهاي
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