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Abstract 

 

Background and purpose: Sea anemones of the genus Actinia are commonly found in the 

intertidal zone of the northern rocky coast of Spain. Actinia fragacea is one of the most important species 

that secretes a toxic protein, fragaceatoxin C (FraC), for defense and hunting purposes. The aim of this 

study was transformation of plasmid containing the gene encoding the FraC to Escherichia coli bacterial 

strain BL21, and identifying optimum expression condition. 

Materials and methods: In this experimental study, chemical transformation was conducted by 

washing the bacteria with cold calcium chloride to take up the plasmid containing the FraC gene. To 

ensure the transformation of plasmids, bacteria were grown on a medium containing an appropriate 

antibiotic (ampicilin). For greater certainty, the minipreparation of transformed plasmids was done using 

GF-1 plasmid extraction Kit. The plasmids were then went under digestion check using NcoІ and Hind ІІІ 

enzymes and PCR check. After confirming the presence of a plasmid containing FraC in the host bacteria, 

the bacteria were induced by 1mM IPTG in different times at 20 ºC to find the optimum expression 

conditions. After collecting bacteria expressing FraC at different times, its expression was visualized on 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE). 

Results: Our results showed that the plasmid containing the FraC was successfully transformed. 

Also SDS-PAGE results indicated that the FraC was successfully expressed at times of 6 and 8 h using 

1mM IPTG at 20 ºC. 

Conclusion: According to the results, both steps of chemical transformation had significantly 

influenced the transformation efficiency. Following the principles and selecting optimum temperature 

could help us in finding the optimum conditions for expression of each specific protein in bacteria.   
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  63        1394، دي  132علوم پزشكي مازندران                                                                               دوره بيست و پنجم، شماره مجله دانشگاه               

 پژوهشي

   )C فراگاسياتوكسين( شقايق دريايي سم ي بيانساز نهيبه
 BL21سويه  E.coliدر باكتري 

  
       1بابك عبدي

        2رشيد جامعي 
  3مهدي ايماني

  چكيده
 .اسـپانيا بسـيار متـداول اسـت     اي شـمال  خرهصسواحل شقايق دريايي از جنس اكتينيا در مناطق جزري  :و هدف سابقه

 هـدف . كنـد  را جهت دفاع و شكار ترشح مي Cپروتئين سمي فراگاسياتوكسين هاي مهم است كه  ز گونهاكتينيا فراگاسيا يكي ا
، بيـان و يـافتن   BL21 بـه اشيرشـياكلي سـويه    C فراگاسياتوكسـين  كدكننـده اصلي از اين مطالعه، انتقال پلاسميد حاوي ژن 

  .باشد شرايط مطلوب بيان مي
وسـيله   به FraCها جهت جذب پلاسميد حاوي ژن  اي انتقال شيميايي، باكتريبردر اين مطالعه تجربي  :ها مواد و روش

 )سـيلين  آمپـي (بيوتيك مناسـب   ها روي محيط حاوي آنتي سرد شسته و جهت اطمينان از انتقال پلاسميدها، باكتري ديكلرا ميكلس
 صـورت  GF-1كيت استخراج پلاسـميد   با استفاده از پلاسميدها در حجم كم استخراج تر، براي اطمينان بيش. كشت داده شدند

 حضور پلاسـميد حـاوي   دييتأبعد از . قرار گرفتند PCR چنين كنترل و هم  Hind ІІІو NcoI هاي سپس تحت برش آنزيم. گرفت
هـاي   در زمـان  IPTG 1mM توسـط  FraCها جهت يافتن شرايط مطلوب بيان پـروتئين   در باكتري ميزبان، باكتري FraCژن 

هـا روي ژل   هاي مختلف، بيـان آن  در زمان FraCكننده  هاي بيان آوري باكتري پس از جمع. القا شدند cº20 مختلف و دماي
  .مشهود بود  (SDS-PAGE)آكريل آميد سديم دودسيل سولفات پلي

نشـان داد   SDS-PAGE چنين نتايج هم. با موفقيت انتقال يافت FraCژن  كه پلاسميد حاوينتايج ما نشان داد  :ها يافته
  .دارند رابيان ترين  بيش cº20 در دماي IPTG 1mM استفاده از با ساعت 8و  6هاي  در زمان FraC كه

رعايـت اصـول و   . قابـل تـوجهي در كـارايي انتقـال دارنـد      ريتأثبه نتايج، هر دو مرحله انتقال شيميايي  با توجه :استنتاج
  .ها ياري كند ر پروتئين خاص در باكتريتواند ما را دريافتن شرايط مطلوب براي بيان ه دماي مطلوب مي

  

  بيان، اشيرشياكلي، انتقال، Cتوكسين  فراگاسياشقايق دريايي، : واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
و ثبـات  يكپارچگي غشاي پلاسمايي براي عملكـرد  

هـا از   بسـياري از پـاتوژن  . هاي زنده ضروري اسـت  سلول
سـمي  هـاي   ي پـروتئين  لهيوس بهطريق ايجاد منافذ غشايي 

 اين منافذ. گردند هاي هدف مي سبب القاي آسيب در سلول
 انتخابي سبب نقص در ديواره سلولي، عدم تعادل يونيرغي

  نسبت به انواعيوني و نفوذپذيري  رل نشدهـكنتان ـيا جري
  

 E-mail:m.imani@urmia.ac.ir                                                 جاده سرو، دانشگاه اروميه، دانشكده دامپزشكي  11 لومتريك: اروميه - مهدي ايماني: مسئولمولف 

  ، دانشكده علوم، دانشگاه اروميه، اروميه، ايرانشناسي زيست، گروه بيوشيمي ارشد كارشناسي يدانشجو .1
  ، دانشكده علوم، دانشگاه اروميه، اروميه، ايرانشناسي زيستگروه دانشيار بيوشيمي،  .2

  گروه علوم پايه، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميه، اروميه، ايرانبيوشيمي،  استاديار. 3
  6/7/1394: تاريخ تصويب           21/2/1394 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات            13/2/1394 :تاريخ دريافت  
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   BL21 هيسو E.coli يباكتر در ييايدر قيسم شقا انيب يساز نهيبه
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 هـاي  بنابراين، عملكرد اين پروتئين .)1(دشون ها مي مولكول
تماميـت غشـا و   اخـتلال در   منجـر بـه  دهنده منفذ  تشكيل

 در 1ذدهنده منف هاي تشكيل سم. )2(گردند مرگ سلول مي
 ها، حشـرات،  باكتري مانند ها سميارگاناي از  ستردهطيف گ

مهرگان دريايي، خزندگان سـمي و پسـتانداران بـراي     بي
رسـاني توليـد    دفاع، حمله و پيام جمله ازمقاصد مختلف 

مونومرهـاي   صـورت  بـه طـوركلي   بـه  PFTs .)3(شوند مي
و به سمت غشاي سلول هدف منتشـر   شده  ترشحمحلول 

انـواع عناصـر سـاختار     بر اسـاس  معمولاً PFTs .شوند مي
گيـري   ليپيـدي پـس از شـكل    هي ـلا دودوم براي عبور از 

 معمـولاً هـا   رو، اين سم ازاين. )4(شوند بندي مي منفذ طبقه
سـاختار   .β-PFTs و PFTs-α: اند شده  ميتقس دسته دوبه 

. است شده ييشناسادر حالت محلول در آب  PFTs چند
ي اليگومري محلـول  از ساختارهاكه تعداد كمي  درحالي
يـك خـانواده از    PFTsα– يكي از نمايندگان. )5(هستند
هـا يـا    ها اكتينوپـورين  هاي يوكاريوتي است كه به آن سم

از جنس  2شقايق دريايي. )7 ،6(شود ها گفته مي سيتوليزين
شمال اسـپانيا   اي خرهصدر مناطق جزري سواحل  3اكتينيا

. اسـت و خلـيج بيسـكي فـراوان     4ي كانتـابرين ايدر  به رو
ه ها است و درج ـ ترين گونه يكي از فراوان 5اكوينا اكتينيا

هـايي   در نمونـه : دهـد  مورفيسم را نشـان مـي   بالايي از پلي
قرمـز   خـال  خـال يـا   راه راهاي،  ، قهـوه سبزرنگصورت  به
 مهم ديگر اكتينيا هاي يكي از گونه. توانند ديده شوند مي

هـاي   فراگاسيا به دليـل لكـه   اكتينيا. )8(باشد مي 6فراگاسيا
يـا   7يفرنگ توت عنوان بههاي قرمز  زرد يا سبز روي ستون

اكتينيااكوينــا،  در مقايســه بــا. اســت شــده شــناختهشــقايق 
شقايق . )9(تر است متر بزرگ سانتي 10فراگاسيا تا  اكتينيا

 ها، نوروتوكسين: كند دريايي دونوع پروتئين سمي توليد مي
هـا يـا    سـيتوليزين و  )10(هـاي يـوني   با عملكـرد در كانـال  

ي در انــواع كننــدگ زيــلهــا، بــا فعاليــت    اكتينوپــورين
هــايي كــه توســط شــقايق  اكتينوپــورين. )12 ،11(هــا ســلول

                                                 
1- Pore-forming toxins or PFTs 
2- Sea anemone 
3- Actinia 
4- Cantabrian  
5- A.equina 
6- A.fragacea  
7- Starawberry  

هـاي سـيتوليتيك بسـيار قـوي      ود، سمش دريايي توليد مي
 .)13(هستند كه در هر دو عملكرد شكار و دفاع نقش دارنـد 

شود  كه توسط اكتينيااكوينا ترشح مي П8 اكويناتوكسين
ي محلـول  بعـد  سهكه ساختار  نيز عضو اين خانواده است

 .)14(است شده نييتع X-ray وسيله كريستالوگرافي آن به
 در سـم . اسـت  PFTα- اكتينوپورين شقايق دريـايي جـز  

FraC  هــر مونــومر شــامل يــك هســته ســاندويچي بتــاي 
 مارپيچ 3وسيله  باشد كه به مي بتا رشته 10شده از  تشكيل

بـه   فراگاسياتوكسين ،N پايانه .آلفا احاطه گرديده است
ــا هيــك هســت ايــن هســته شــامل  . متصــل شــده اســت  بت

و مـارپيچ آلفـا    310، يك دور مـارپيچ  بتا كوتاه رشته كي
خـود در   Nپايانه  لهيوس بهنه عدد مونومر  .باشد كوتاه مي

و سـاختار تـاجي شـكلي را ايجـاد      گرفته قرارداخل غشا 
بـا ايـن هسـته سـه نـوع       Nدر ارتباط بـين پايانـه   . كنند مي

 پل نمكي بـين  - 1: باشند ي دخيل ميلمولكو درونتعاملات 
Asp10 و Lys69 ــع ــده واقـ ــارپيچ  شـ ــاي مـ    1α در انتهـ

 هـاي  مانده تعاملات آب گريز بين زنجيره جانبي باقي -2
Val8,14,19 و lue19,23,26 3-   پيونــد هيــدروژني در

 تصـوير ( )Gly27 )15و  Lys23 بـين  1αمـارپيچ   C پايانه
رمان قوه پزشكي در داين منافذ كاربردهاي بال). 1شماره 

و  )17 ،16(سرطان، شناسايي و نفوذپذيري غشاهاي زيستي
دهنده  هاي تشكيل زماني كه سم .فناوري بيوسنسور دارند

 تركيب شوند، مناسب 9هاي هدف قراردهنده منفذ با مولكول
بسـيار قدرتمنـد   ي ضد تومورعنوان داروهاي  توانند به مي

 هـا  ها و ميتوتوكسين ايمنوتوكسين. يرندقرار گ استفاده مورد
هـا ليگانـدهاي    هاي كايمريكي هستند كه در آن مولكول

 اگر بخش ليگاند براي. شوند ها متصل مي اختصاصي به سم
هـاي كايمريـك    سلول تومـوري اختصاصـي باشـد، سـم    

  .)18(ها را بكشند طور انتخابي اين سلول توانند به مي
 pBAT هدف اصلي از اين مطالعـه انتقـال پلاسـميد   

ــدهحــاوي ژن  ــين كــد كنن ــروتئين فراگاسياتوكس و  C پ
فراهم كردن شرايط مطلوب جهت بيان ايـن پـروتئين در   

                                                 
8- Equinatoxin-II  
9- Targeting molecule 
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  65        1394، دي  132دوره بيست و پنجم، شماره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                   

 پژوهشي

 هـاي  با استفاده از تكنيك BL21باكتري اشيرشياكلي سويه
  .باشد معمول آزمايشگاهي مي

  

 
 

را به هسـته بتـاي سـاندويچي     Nهايي كه پايانه  باقي مانده :1تصوير شماره 
  . دارند متصل نگه مي

  

  مواد و روش ها
  مواد

   شـده  ي داري ـخر BL21 باكتري اشيرشياكلي سـويه 
جهـت   ازي ـن مـورد از مركز تحقيقات پاستور تهران، مواد 

) NaCL، تريپتون، عصاره مخمر( 1LB تهيه محيط كشت
NaCL (انگلســتان،  2از شــركت شــارلو شــده  يداريــخر

  مــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــواد 
ــورد ــن م ــولفات    زاي ــيل س ــه ژل ســديم دودس جهــت تهي
آكريـل آميـد، بـيس آكريـل آميـد،      ( 3آكريل آميـد  پلي

4TEMED ،5APS، از شركت شـارلو انگلسـتان،   ) تريس
از  HindІІІو  NcoIمحدودكننـده  هـاي   انگلستان، آنزيم

محصول شركت فرمنتاز  IPTG6شركت سيگما آمريكا، 
فرمنتاز جهـت القـاي بيـان و مـاركر پـروتئين از شـركت       

                                                 
1- Luria-Bertani 
2- scharlo 
3- Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel   
4- N,N,N',N'-Tetramethyl ethylene diamine 
5- Ammonium persulfate 
6- Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  

ــم ــد  7ابكـَــــــــــــــــ ــا كـــــــــــــــــ    بـــــــــــــــــ
  .116027abتوليد 
  

  كشت باكتري
را در  BL21يــك كلــوني از بــاكتري اشيرشــياكلي 

 cc10يك شـب در   به مدت rpm160و دور  cº37دماي 
در انكوبـاتور شـيكردار تلقـيح     LB 8محيط كشـت اوليـه  

محـيط   cc100بـه   از محيط كشـت اوليـه   cc1سپس . شد
LB هـا بـا    رشد بـاكتري . اضافه گرديد) 100به  1( جديد
سـاعت   4-5دور چرخش به مدت  ان شرايط دمايي وهم

محيط كشت حاوي باكتري تا رسيدن بـه  . ادامه پيدا كرد
، در دمـاي  nm600 مـوج  طولدر  5/0-7/0جذب نوري 

cº37 هـا در   در اين بـازه جـذبي، بـاكتري   . انكوبه گرديد
ايـن مرحلـه بهتـرين    . اوايل مرحله رشد لگاريتمي هستند

  .ها است كتريزمان براي مستعد كردن با
 

  9هاي مستعد تهيه باكتري
 rpm160با دور  cº4محيط حاوي باكتري در دماي 

. شد ختهيدور ريي رو عيمادقيقه سانتريفيوژ و  4 به مدت
 mM100سـرد   ديكلرا ميكلسبا  دو باررسوب باكتريايي 
. دقيقه سانتريفيوژ گرديد 2-3 به مدتشسته شد و هر بار 

ي، براي بار سـوم رسـوب بـا    يرو عيماپس از دور ريختن 
دقيقه در دماي  45 به مدتسرد مخلوط و  ديكلرا ميكلس

cº0  پـس از اتمـام زمـان    . انكوبـه شـد   گـراد  يسانتدرجه
و بـا   ºc4دقيقه در دماي  5 به مدتانكوبه كردن، محلول 

ــذف    rpm160دور  ــد از ح ــده و بع ــانتريفيوژ ش ــاس  عيم
ــاكتري  رو ــردن ب ــناور ك ــي، ش ــيمكلراي  ي ــا در كلس د و ه

جهـت اطمينـان از   . صـورت گرفـت  درصـد   15گليسرول 
جامد بدون  LBها روي محيط  ها، آن زنده ماندن باكتري

  .سيلين كشت داده شدند آمپي
  

  انتقال پلاسميد

                                                 
7- Abcam 
8- Pri-culture 
9- Competent 
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ــال ژن   ــراي انتق ــاني   FraCب ــميد بي  pBATاز پلاس
 بيوتيـك  اين پلاسميد داراي ژن مقاوم به آنتـي . استفاده شد

 كدكننـده پلاسـميد حـاوي ژن    انتقـال . سيلين است آمپي
 BL21به باكتري تكثيري اشيرشياكلي  C فراگاسياتوكسين

  نـانوگرم   1/0. با روش شـوك حرارتـي صـورت گرفـت    
از  )نـانوگرم بـر ميكروليتـر    05/0ميكروليتر با غلظـت   2(

 100بــه ميكروتيــوب حــاوي  FraCپلاســميد حــاوي ژن 
. شد مستعد افزوده BL21 ميكروليتر باكتري اشيرشياكلي

بـه  هاي مسـتعد و پلاسـميد را    ميكروتيوب حاوي باكتري
منظـور ايجـاد    بـه . ميقرارداد cº0دقيقه در دماي  50 مدت

دقيقه  2 به مدتها  شوك حرارتي، انكوبه كردن باكتري
 هاي جهت رشد بهتر باكتري. گرفت صورت cº42در دماي 

به ميكروتيوب  SOC1محيط مغذي  cc1ترانسفورم شده، 
 cº37ساعت در دماي  1 به مدتو  دهش  اضافهميكروتيوب 

ــدند   ــه ش ــيكردار انكوب ــاتور ش ــواي  . در انكوب ــپس محت س
 rpm4000 دقيقــــه در دور 3 بــــه مــــدت ميكروتيــــوب

 SOCميكروليتـر از محـيط    100سانتريفيوژ و رسوب در 
ــد  ــق گردي ــميد   . معل ــال پلاس ــان از انتق ــت اطمين  50جه

اي  شيشـه  كننـده  بخـش وسـيله   ها، بـه  ميكروليتر از باكتري
سـيلين كشـت    بيوتيك آمپـي  حاوي آنتي LBروي پليت 
   .هاي مثبت و منفي نيز اعمال گرديد كنترل. داده شدند

  

  محاسبه كارايي انتقال
ــوو و      ــگ ت ــاس روش ژايمين ــر اس ــال ب ــارايي انتق ك

  .)19(هاي زير محاسبه شد وسيله فرمول به) 2005(همكارن 
ــي ــداد كلن ــاي  تع ــله ــده منتق ــداد  ═ (CFU)2 ش تع

ميزان حجم مخلوط  ×ميزان رقت  ×هاي باكتريايي  كلني
  حجم پليت \سازي  منتقل

 (CFU) شده منتقلهاي  تعداد كلني ═كارايي انتقال 
  برحسب ميكروگرم استفاده ردموغلظت پلاسميد  \

  

  حضور ژن در پلاسميد

                                                 
1- Super Optimal Broth with catabolite        repression 
2- Colony forming units 

بـــين جايگـــاه بـــرش  FraCنوكلئوتيـــدي  540ژن 
در پلاسـميد   Hind ІІІو  NcoІهـاي محـدودالاثر    آنـزيم 

pBAT4 ًاطمينـان از حضـور ژن   . كلـون شـده اسـت    قبلا
FraC ــه ايــن منظــور . باشــد در پلاســميد ضــروري مــي   ب

  
يمرهـاي مناسـب از   توسط پرا 3اي پليمراز واكنش زنجيره

روي ژن الگــو انجــام شــد و محصــول واكــنش روي ژل 
پرايمرهاي اختصاصـي  . درصد بارگذاري گرديد 1آگارز 

و  طراحـي  4)جـين رانـر  ( افـزار  نرمپيشرو و معكوس توسط 
  .توسط شركت بيونير كره جنوبي سنتز شد

 

  استخراج و برش پلاسميد
ر ، دشـده  منتقـل تـر پلاسـميدهاي    براي اطمينان بيش

اين عمل با اسـتفاده از روش  . شدند 5مقدار كم استخراج
 بــا ،GF-1ليــز قليــايي توســط كيــت اســتخراج پلاســميد 

ها و استخراج پلاسـميد صـورت    ليز كردن باكتري هدف
پـروتئين   كـد كننـده  براي اطمينان از حضور ژن . گرفت

ايـــن  pBATدر داخـــل پلاســـميد  Cفراگاسياتوكســين  
و  NcoIحدودكننـــده هـــاي م پلاســـميد توســـط آنـــزيم

HindІІІ براي برش، در دو ميكروتيوب . 6برش داده شد
ــوب  ــدام  (ميكروتيـ ــر كـ ــر 16هـ ــميد ) ميكروليتـ پلاسـ

ــده اســتخراج ــه شــدش ــا .  ، ريخت ــوب اول را ب  2ميكروتي
ــزيم  ــر آنـ ــا  NcoIميكروليتـ ــوب دوم را بـ  2و ميكروتيـ

ــزيم   ــر آنـــ ــرديم  HindІІІميكروليتـــ ــوط كـــ . مخلـــ
انكوبـه و   cº37دماي دقيقه در  10مدت  ها به ميكروتيوب

و استخراجي جهـت رؤيـت    شده دادهپلاسميدهاي برش 
ظاهرسـازي   .بارگـذاري شـدند  درصـد   1روي ژل آگارز 

. توسط اتيديوم برومايد انجام گرفت DNAهاي  مولكول
هاي اسـيدنوكلئيك در   به دليل حضور اين ماده، مولكول

خاصـيت فلورسانسـي پيـدا خواهنـد      UVبرابر تابش نور 
گيــري غلظــت پلاسـميد، بــا قرائــت جــذب   نــدازها. كـرد 

                                                 
3- Polymerase chain reaction (PCR) 
4- Gene runner 
5- Miniprep 
6- Monodigest  
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نـانومتر   280و  260ي ها موج  طولمحلول پلاسميدي در 
  .انجام شد UV/Visibleتوسط دستگاه اسپكتروفتومتر 

  

  1بيان
هـايي   بـاكتري (  در اين مرحله يك كلني از بـاكتري 

محـيط   cc10در ) اسـت  شـده  منتقلها  كه پلاسميد به آن
 به مدتسيلين  بيوتيك آمپي حاوي آنتي LBكشت اوليه 

در انكوبـاتور شـيكردار انكوبـه     cº37در دمـاي   شب كي
محيط  cc100از محيط كشت اوليه به  cc1سپس . گرديد

LB سـيلين اضـافه و تـا     بيوتيك آمپـي  حاوي آنتي جديد
 nm600 مـوج   طـول در  5/0-7/0رسيدن به جذب نوري 

به  سيدنبعد از ر. انكوبه شد rpm160و دور  cº37در دماي 
نمونـه بـدون    عنـوان   بهاز محيط  cc10كدورت مطلوب، 

بـا   IPTGمانـده محـيط    و به باقي شده برداشتهالقا و شاهد 
بعـد از اضـافه   . مولار اضـافه گرديـد   ميلي 1غلظت نهايي 

كـاهش  ) cº 22-20(دما را تا حد مطلوب ، IPTGكردن 
 بــه مــدت گــراد يســانتدرجــه  20-22در دمــاي . داديــم

  .عت بعد از القا فرايند بيان صورت گرفتچندين سا
  

  Cهاي حاوي پروتئين فراگاسياتوكسين  ليز باكتري
نظر در  كننده پروتئين مورد هاي بيان محلول باكتري

سانتريفيوژ  rpm5000دقيقه با دور  15 به مدت ºc4دماي 
يي دور ريخته شده و رسوبات باكتريايي در رو عيما. شد

 ،HCL 50mM، NaCL 300mMشامل ( 2كننده زيلبافر 
 محلـول . معلق گرديد) PMSF 1mMو  mM10ل اميدازو
قبـل از  . انكوبـه شـد   -cº70ساعت در دماي  24 به مدت

 EDTAو  3DTTها، جهت حفاظت از پروتئين  ليز باكتري
  .مولار اضافه شد ميلي 1با غلظت نهايي 

ــاًينها ــام آب  ت ــول در حم ــد از ذوب محل ، cº90، بع
 30در  4كننده توسط دستگاه سـونيكاتور  هاي بيان باكتري

   .اي تحت ليز مكانيكي قرار گرفتند دقيقه 1چرخه  30
  

  غلظت سنجي پروتئين
                                                 
7- Expression 
2- Lysis buffer 
3- Dithiothreitol 
4- Sonicator  

براي سنجش غلظت كل پروتئين موجود در محلول 
 5باكتريايي ليز شده، از روش سنجش پـروتئين برادفـورد  

در اين روش جهت رسم نمودار استاندار در . استفاده شد
ــه 10 ــا لول ــادير م شيآزم ، 35، 30، 25، 20، 15، 10، 5ق
بـا   6BSAاز پـروتئين اسـتاندارد    تريلوكريم 50و  45، 40

وسـيله آب   ريخته و حجم هر لوله را بـه  mg/ml1غلظت 
 هركـدام سپس به . ميكروليتر رسانديم 100تقطير به  دو بار
 بـر اسـاس  معرف برادفورد اضافه كرديم و  cc2ها  از لوله

 نمودار استاندارد 595 موج  طولجذب نوري هر نمونه در 
 شيب نمودار استاندارد و جذب نمونه بر اساس. گرديد رسم

   .آورده شد به دستپروتئيني موردنظر، غلظت مجهول 
  

  بررسي بيان پروتئين 
و دور  ºc4محيط حاوي باكتري ليز شـده در دمـاي   

rpm12000  دقيقــه ســانتريفيوژ گرديــد   15 بــه مــدت .
يـي شـناور شـده، امـا     رو عيمـا ي در هاي باكترياي پروتئين

هاي ليز شده  اسيدهاي نوكلئيك، لپيدها و بقاياي باكتري
و  شـده  اني ـبجهـت مشـاهده پـروتئين     .كننـد  رسـوب مـي  

 عيمـا هـاي القـا نشـده،     مقايسه با الگـو پروتئينـي بـاكتري   
آكريل آميد  سولفات پلي ليدود سيي روي ژل سديم رو

لوب بيـان پـروتئين   براي يافتن شرايط مط. بارگذاري شد
 9و  8، 6، 4، 3، 2هـــاي  ، در زمـــانCفراگاسياتوكســـين 

هايي جهـت بارگـذاري روي ژل    ساعت بعد از القا نمونه
شـرايط   در موردبا مشاهده الگو باندها  تاًينها. برداشته شد

   .آمد به عملمطلوب بيان قضاوت 
  

  يافته ها
  هاي مستعد رشد باكتري

ي اشيرشياكلي سويه ها پس از مستعد كردن باكتري
BL21 زندهسرد، جهت اطمينان از  ديكلرا ميكلسوسيله  به 
هـا را   ها در طي فراينـد مسـتعد كـردن، آن    باكتري ماندن

 مشاهده. بيوتيك رشد داده شدند بدون آنتي LBروي پليت 

                                                 
5- Bradford assay 
6- Bovine serum albumin 
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اند و بعد از انكوبه شدن پليـت در   ها زنده شد كه باكتري
   .ي رشد كردندراحت بهساعت  16به مدت  cº37دماي 

  

  انتقال دييتأ
 به روش شـوك  pBATبعد از فرآيند انتقال پلاسميد 

 FraCصحت انتقال پلاسميد حاوي ژن  دييتأحرارتي، براي 
سـيلين   بيوتيـك آمپـي   ها روي محيط حاوي آنتي باكتري

كننده پلاسميد بـه دليـل    هاي دريافت باكتري. رشد داديم
رشـد كردنـد و    سـيلين  بيوتيـك آمپـي   ژن مقاوم بـه آنتـي  
در اين مرحله جهت اطمينان كنتـرل  . كلني تشكيل دادند

كد حاوي ژن  pET28aهايي كه پلاسميد  باكتري(مثبت 
آب (و كنترل منفـي  ) اند اوريكاز را دريافت كرده كننده

 جاي پلاسميد در ميكروتيـوپ  پلاسميد شده و به نيگزيجا
 هاي تريباك. قرار داده شد) هاي مستعد ريخته شدند باكتري

. سيلين رشد نكردنـد  كنترل منفي روي پليت حاوي آمپي
خـوبي عمـل    بيوتيـك بـه   دهنده اين است كـه آنتـي   نشان
هاي كنترل مثبت روي پليـت حـاوي    اما باكتري. كند مي

داراي ژن  pET28aپلاســميد (كانامايسـين رشــد كردنــد  
 ها رشد اين باكتري ).يوتيك كانامايسين است مقاوم به آنتي

كرد كه در فرآيند انتقال مشـكلي وجـود نداشـته و    ثابت 
اين كنترل جهت اطمينان  .است تمام مراحل صحيح بوده

هـا   از صحيح بودن مراحل انتقال و مستعد بـودن بـاكتري  
  .اعمال شد

  
  كارايي انتقال

 كلنـي  163 حـدوداً بيوتيـك   روي پليت داراي آنتي
د تعـدا  ،ژايمينـگ تـوو   بنابراين طبـق رابطـه  . مشاهده شد

   :گونه محاسبه شد هاي ترانسفورم شده اين كلني
CFU  326  l µ50/ l µ100×1×163  

  

DNA  ي مستعد ها به باكتري شده  اضافهپلاسميدي
نـانوگرم بـر ميكروليتـر     05/0با غلظـت  ميكروليتر  2شده 
بـه  ، طبق اين معلومات كارايي انتقـال بـا فرمـول زيـر     بود

   :آمد دست
µg/CFU 104×26/3  g µ4-10 / CFU  326  

  

  تاييد حضور ژن در پلاسميد
جـين   افـزار  نـرم با استفاده از  شده يطراحپرايمرهاي 

   .شود مشاهده مي 1رانر در جدول شماره 
  

  PCRجهت  شده يطراحپرايمرهاي  :1 شمارهجدول 
 

  كننده محدودآنزيم   توالي پرايمر

GGAGGGATCCATGGCCGAT  پيشرو
GTTGCAGGTG  BamHI NcoI  

GCGGAAGCTTAGCCTTGGTC  معكوس
ACGTGAATTTCCAG 

HindIII  

بارگـذاري   درصـد  1 روي ژل آگارز PCRمحصول 
ــد ــد  . ش ــك بان ــايج ي ــان داد  540نت ــدي را نش . نوكلئوتي

 نوكلئوتيـدي اسـت، بـر    540محصول واكنش كه يك باند 
 دكنندهييتأاين باند . شد تيرؤ درصد 1 روي ژل آگارز

  ).2شماره  تصوير(باشد  سميد ميدر پلا FraCحضور ژن 
  

 
  

ژن  1چاهك  .PCRالكتروفورز ژل آگارز محصول  :1 تصوير شماره
FraC  2دهـد و چاهـك    نوكلئوتيـد را نشـان مـي    540با طول حدود 

  .دهد نشان مي را DNA Kb 1نردبان 
  

  ژل آگارز
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ــد ژن  ــدهك ــروتئين فراگاسيا كنن ــپ و  540 نيتوكس
نتــايج . طــول دارنــد جفــت بــاز pBAT ،4416يد پلاســم

و بـرش   شده  استخراجحاصل از بارگذاري پلاسميدهاي 
نشـان داد كـه انتقـال     درصѧد  1 روي ژل آگارز شده  داده

. )3 شماره تصوير( خوبي صورت گرفته استپلاسميد به
ــك  ــميدها   1در چاهـ ــه پلاسـ ــوط بـ ــدهاي مربـ ي ، بانـ

تلـف مشـهود   هـاي مخ  در كونفورماسـيون  شـده  استخراج
ي درسـت  بـه اين باندها ثابت كردند كه فراينـد انتقـال    .بود

مربوط به پلاسميد  4و 3 در چاهك .صورت گرفته است
ژن و پلاسميد كـه  ( Kbp 95/4 يك باند ،شده  دادهبرش 

 به شكل خطي Hind ІІІ و NcoІ هاي به دليل برش با آنزيم
اين . دلدر مشاهده شباند مربوطه  در برابر ،)درآمده است

  .را ثابت كرد pBATباند حضور ژن موردنظر در پلاسميد 
  

  

 1چاهـك  . نتـايج حاصـل از بارگـذاري ژل آگـارز     :2 شماره تصوير
هـاي مختلـف را نشـان     در كنفورماسيون شده استخراجپلاسميدهاي 

ميكروليتـر بارگـذاري    5بـه مقـدار    Kb1لـَدر   2در چاهك . دهد مي
 C پلاسميد حاوي ژن كد كننده فراگاسياتوكسين 3چاهك . تشده اس

. اسـت  شـده  دادهبـرش   Hind ІІІوسيله آنـزيم   دهد كه به را نشان مي
  است شده دادهبرش  NcoІوسيله آنزيم  نيز پلاسميد به 4چاهك 
  

بعد از رسيدن محيط به كدورت مناسب القا توسـط  
IPTG  ــا موفقيــت انجــام شــد بعــد از ســونيكه كــردن  . ب

 شـده  القـا هـاي   غلظـت كـل پـروتئين در نمونـه     ،ها نمونه
mg/ml 06/1   ايـن محاسـبه بـا توجـه بــه     . آمـد  بـه دسـت

 شـده   برداشـته نمودار استاندارد و مقدار محلول پروتئيني 
   ).1نمودار شماره (براي بررسي جذب نوري انجام شد 

  
  آكريل آميد سولفات پلي ليدود سژل سديم 

ــايج حاصــل از بارگــذاري  ــهنت -SDSهــا روي  نمون

PAGE  بيــان پــروتئين مــوردنظر مــا را بــا وزن مولكــولي
kDa 20 باند موردنظر ما در برابر باند . نشان دادkDa 20 

ــايين ــدر و پ ــد   لَ ــك بان ــر از ت ــا  BSAت ــوليب  وزن مولك
KDa66  كـه   طـور   همان). 4تصوير شماره (مشهود است

ود وج ـ ،شـود، ايـن بانـد در نمونـه القـا نشـده       مشاهده مي
ــدارد ــر . ن ــن ام ــدهييتأاي ــان فراگاسيا دكنن توكســين در بي

  .باكتري اشيرشياكلي است
  

  
نمودار استاندارد جهت غلظت سنجي پروتئين به  :1نمودار شماره 
  .روش برادفورد
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 شـده  مشـخص باند . Cبيان پروتئين فراگاسياتوكسين  :3 شماره تصوير
ــه  در). KDa20( بيــان اســت دهنــده  نشــان دو چاهــك حــاوي نمون

ايـن بانـد   . مشهود اسـت  KDa20، باندهايي با وزن مولكولي القاشده
). هـاي القـا نشـده    نمونه( در الگو باندهاي اشيرشياكلي وجود ندارد 

   .است شده گرفتههاي كارشده قبلي  ماركر اين شكل از ژل
  

 مشخص گرديد كه شرايط 5شماره  تصويربا توجه به 
 ساعت C ،8 -6مطلوب براي بيان پروتئين فراگاسياتوكسين 

 6هاي  موردنظر در چاهك kDa 20باند . بعد از القا است
  .ساعت بعد از القا غلظت مناسبي را نشان داد 8و 

 
  

 6- 8در . Cسـازي بيـان پـروتئين فراگاسياتوكسـين      بهينه :4 شماره تصوير
اين بانـد در نمونـه   . ترين غلظت مشهود است شساعت بعد از القا بي

  القا نشده وجود ندارد
  

  بحث
تـرين   يكـي از قـوي   ،منفـذ  دهنـده  ليتشـك هـاي   سم
هـا  پايداري اين سم. هاي بيولوژيكي طبيعت هستند سلاح

 توجـه  قابلهاي  در حالت محلول در آب يكي از ويژگي
از حالـت محلـول در    ليتبـد منظور  به. باشد ها مي اين سم

ها بايد تحت تغييرات  آب به حالت منافذ غشايي، اين سم
در ايـن مطالعـه   . )20(بزرگ كنفورماسـيوني قـرار گيرنـد   

 كـد كننـده  حـاوي ژن   pBATمنظور تكثيـر پلاسـميد    به
ميكروليتر از آن به روش  C ،2اسياتوكسين پروتئين فراگ

ــاكتري اشيرشــياكلي ســويه    BL21انتقــال شــيميايي بــه ب
آگار  LBهاي موردنظر روي محيط  باكتري. انتقال يافت

ايـن  . سـيلين رشـد داده شـدند    بيوتيـك آمپـي   داراي آنتي
 پلاسميد كننده  افتيدرهاي  عمل جهت غربالگري باكتري

كننده پلاسميد به دليل  ريافتهاي د يباكتر. انجام گرفت
 سيلين در پلاسميد، روي اين محيط حضور ژن مقام به آمپي

جهت حصول اطمينان، . رشد كرده و كلني تشكيل دادند
. از روش ليز قليايي استخراج شـدند پلاسميدها با استفاده 

جهت اطمينان از حضـور ژن   شده  استخراجپلاسميدهاي 
دودالاثر مناسـب بـرش   هـاي مح ـ  وسيله آنزيم موردنظر به

 ، جهـت شده  دهيبرداده و سپس پلاسميدهاي استخراجي و 
بـه  . شـدند  يبارگـذار درصـد   1آگارز مشاهده روي ژل 

انتقــال پلاســميد بــه داخــل بــاكتري، بــراي القــا از  دنبــال
IPTG  با غلظت نهاييmM1 در فرايند بيـان  . استفاده شد

و در  شـده   اضـافه  IPTG، شـده   دادهها كشـت   به باكتري
در انكوبـاتور شـيكردار القـا     گـراد  يسانتدرجه  20دماي 

 كننـده  هاي بيان آوري باكتري پس از جمع .صورت گرفت
ــنجش    ــونيكاتور، س ــتگاه س ــانيكي توســط دس ــز مك و لي
غلظت پروتئين بـه روش برادفـورد بـا اسـتفاده از منحنـي      

يي محلول رو عيما تاًينها. صورت گرفت BSAاستاندارد 
-SDSمشــاهده ميــزان تخلــيص، روي  جهــت شــده القــا

PAGE وسـيله   ها به در اين مطالعه باكتري. بارگذاري شد
و  )19(بر اساس روش كـوهن و همكـاران   ديكلرا ميكلس

. فراينــد انتقــال نيــز بــا روش شــوك حرارتــي انجــام شــد
 را از محيط دريافـت  DNAتوانند  ها با سه روش مي باكتري

. ن و ترانسداكشــنكانژوگاســيون، ترانسفورماســيو: كننـد 
 تنها ترانسفورماسيون راهي براي دريافت مستقيم پلاسـميد 

ســلول از  -كانژوگاســيون نيازمنــد ارتبــاط ســلول. اســت
طريق زوائـد جنسـي و ترانسداكشـن نيازمنـد باكتريوفـاژ      

هـاي   از يـك سـلول بـه سـلول     DNAواسط براي انتقـال  
هـاي دو ظرفيتـي    ها در حضور كـاتيون  سلول. ديگر است

نسبت بـه پلاسـميد نفوذپـذير     Mgcl2و  Cacl2مانند  سرد
پلاسـميدي   DNAهـا جهـت نفـوذ     ايـن سـلول  . شوند مي

بـه   ºc 42دمـاي  (گيرنـد   تحت شوك حرارتـي قـرار مـي   
ــدت ــه 60-120 م ــميدهاي  ). ثاني ــراي پلاس ــن روش ب اي

  .)21(حلقوي كاربرد دارد

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

     
  مكارانعبدي و هبابك      

  71        1394، دي  132دوره بيست و پنجم، شماره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                   

 پژوهشي

Takahashi  يعوسيله انجماد سر به) 1992(و همكاران 
يك روش سـاده بـراي انتقـال پلاسـميد بـه اشيرشـياكلي       

هــاي  كــارايي انتقــال در آزمــايش .)15(گــزارش كردنــد
از  متـأثر توانـد   و مـي  كلونينگ مولكولي بسيار مهم است

ايـن اسـت كـه     مـؤثر ل اولـين عام ـ . عوامل مختلف باشـد 
. ها بايـد در ابتـداي مرحلـه رشـد لگـاريتمي باشـند       سلول
هـاي   تـر از سـلول   هاي موجود در اين مرحله آسـان  سلول

هاي  لچون سلو. شوند مي موجود در ساير مراحل مستعد
متــابوليكي فعــال   نظــر ازايــن مرحلــه زنــده، ســالم و    

ل به اهميـت اواي ـ ) 1990(ران و همكا Ryu. )21(باشند مي
  .)22(اشاره كردندمرحله لگاريتمي 

 مـؤثر توانـد بـر كـارايي انتقـال      عامل دومي كـه مـي  
هاي مستعد در هنگام نگهداري  باشد، اين است كه سلول

 و همكــاران Dagert. باشــند و اســتفاده در محــيط ســرد 
تواننـد در   هاي مستعد مي گزارش كرد كه سلول )1979(

رايــد لكســاعت در كلســيم  24-48بــراي  4-Cº٠دمــاي 
ساعت اوليـه كـارايي انتقـال     12-24در . نگهداري شوند

 هـاي مسـتعد در   ياگـر بـاكتر  . يابد برابر افزايش مي 5-3

نگهـداري شـوند، كـارايي انتقـال      گراد يسانتدرجه  -20
ــالايي را در  ــد 2-7ب ــم  . )23(روز دارن ــل مه ــومين عام س

-100 ديكلرا ميكلس معمولاً. است ديكلرا ميكلسغلظت 
  .)24(شود مولار استفاده مي ميلي 50

، سـعي  شـده   ارائـه در اين مطالعه بر اساس اطلاعات 
هـا، جهـت مسـتعد كـردن در مرحلـه       گرديد كه بـاكتري 

 هاي مستعد چنين باكتري هم. مناسب رشد انتخاب گردند
نگهــداري شــدند و چنــد ســاعت بعــد از   -20در دمــاي 

. قــرار گرفتنــد اسـتفاده  مــوردمسـتعد شــدن بـراي انتقــال   
. اسـتفاده شـد   مولار يليم 100نيز با غلظت  ديكلرا ميكلس

و لاكتوز مورداستفاده بـه مهاركننـده    IPTGدر طي بيان 

ــور     ــه اپرات ــال آن ب ــده و از اتص ــوز متصــل ش  Lacلاكت
شـود كـه    اين عمل باعث مي. كند يپلاسميد جلوگيري م

RNA ر موتومراز به پرو پليT-7    پلاسميد متصـل شـود و
 ــ ــي ژن كل ــردد   ونرونويس ــاز گ ــميد آغ ــده در پلاس  .ش

نوتركيـب   DNAاتصالات ژني از طريق توليـد مولكـول   
، غالبـاً . شـده اسـت   رفتـه  كـار   بـه براي تسهيل و بيـان ژن  

 عنـوان   بهپس ، سشده  بيتركگالاكتوزيداز  -βپپتيدها با 
 پروتئين متصل شده با استفاده از جايگاه اتصال ريبـوزوم 

در اشيرشــــياكلي بيــــان  LacZ شــــروع ترجمــــه ژنو 
هـاي بيـان باكتريـايي بـراي توليـد       سيسـتم  .)25(شـوند  مي

چـون  . هاي هترولوگـوس بسـيار جـذاب هسـتند     پروتئين
ــالا در بســترهاي    آن ــراكم ب ــايي رشــد ســريع و ت هــا توان

  .)26(دارند را متيق ارزان
در سيتوپلاسـم يـا    شده  انيبهاي  ي پروتئينطوركل به

سيتوپلاسم انتخاب . يابند پلاسميك تجمع مي فضاي پري
چــون عملكــرد . اول بــراي توليــد و بيــان پــروتئين اســت

بـراي   Lacپروموتورهـاي  . )27(شـود  بالايي را موجب مي
هـاي غشـايي و يـا محصـولات بسـياري از       توليد پروتئين

هـا سـمي هسـتند، مزيتـي بـه شـمار        ها كه براي سـلول  ژن
كلونينـگ و  ) 2009(و همكاران  Bellomio .)28(آيد مي

ــا     ــا ب ــتفاده م ــا روش مورداس ــروتئين را ب ــن پ ــيص اي تخل
  .)29(ددادن موفقيت انجام

  

  سپاسگزاري
هاي مالي صندوق حمايت از بدين وسيله از حمايت

پژوهشگران كشور و معاونت پژوهشـي دانشـگاه اروميـه    
كه بودجـه و امكانـات لازم بـراي ايـن تحقيـق را فـراهم       

   .آيدتشكر و قدرداني به عمل ميآوردند 
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