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  :مقدمه

باكتري شيگلا به عنوان يكي از اعضاي خانواده 

هاي گرم منفي و   شامل باسيلسهابزرگ انتروباكتري

 آنتي ژن ليپوپلي Oاساس  بدون اسپور است كه بر

  دي وـروه ديسانتري، فلكسنري، بوئيساكاريد به چهار گ

  
ميان اين چهار گونه،  از. شوند سونئي تقسيم مي

ــشيگ ــدليل تولي به ديسانتريلاـ ــ د توكسين از اهميت ـ

ــخ  اعث بيمارياين باكتري ب. برخوردار است اصيـ

كوچك  ي از رودهــ شده كه در اين بيماري قسمتسشيگلوزي

  :چكيده
هاي چندين ساله  رغم تلاش علي يكي از عوامل پاتوژن مهم است كه شيگلا ديسانتريباكتري  :هدف و زمينه

محصولات پلاسميد تهـاجمي شـيگلا      . براي تهيه واكسن عليه آن هنوز مطالعات گسترده پيرامون آن ادامه دارد           
)Ipa (    پروتئين. كنند  تري ايفا مي  نقش مهمي در تهاجم باك IpaD           يكي از اعضاي اين خانواده است كه به عنـوان 

 ترمينـال آن    -Nمطالعات متعدد بر روي اين پروتئين نشان داده كه ناحيه           . باشد  كانديد واكسن شيگلا مطرح مي    
 بـه   IpaD ژن     ترمينـال   -N اين مطالعه با هدف  بهينه سازي بيـان           .نقش مهمي در فرآيند تهاجمي باكتري دارد      

  .منظور افزايش توليد پروتئين نو تركيب انجام شد
 كه pET-28a حامل پلاسميد E. coli BL21(DE3)باكتري آزمايشگاهي -يدر اين مطالعه تجرب :روش بررسي

پـس از   .  در آن همسانه سازي شده بود جهت مطالعات مورد استفاده قـرار گرفـت              IpaD ترمينال   -Nژن ناحيه   
 تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد  -پروپيل- ماده القا كننده ايزو    ثير سه فاكتور زمان القا، دما و غلظت       كشت باكتري، تا  

)IPTG(   پلي آكريل آميـد  - سديم دو دسيل سولفات بر ميزان بيان، با استفاده از ژل)SDS-PAGE(   بـه صـورت 
هاي دو بعدي   نرم افزار آناليز ژلها با كمك بعدي تهيه شده از ژل  با استفاده از تصاوير دو    .  گرديد بررسي كيفي

مراحل استخراج و تخليص پروتئين نوتركيب با كمك روش شـيب   .بررسي كمي بيان پروتئين صورت پذيرفت
  .يافتها از ستون كروماتوگرافي پايان  اوره آغاز و با عبور نمونه

ز توليـد پـروتئين نوتركيـب در     مشابهي ابا نشان داد كه ميزان تقريSDS-PAGEهاي  نتايج بر روي ژل    :ها  يافته
بهتـرين شـرايط    نشان داد    نرم افزاري    ايهيافتهبيان وجود دارد، اما      IPTG دما و غلظت هاي مختلف       ، القا  زمان

 ميلـي مـولار     7/0گراد، غلظت      درجه سانتي  37 دماي   pET-28a در وكتور    IpaD ترمينال پروتئين    -Nبيان ناحيه   
IPTG باشد مي ساعت بعد از القا 3 و زمان.  
 بر اساس نتايج اين مطالعـــه هر پروتئين بعد از فرآيند همسانه سازي شرايط بيان مخصوص بـه                 :گيري  نتيجه

  .دنباش ها در مقدار توليد پروتئين موثرتر مي باشد كه شرايط دمايي و طول زمان القا سلول خود را دارا مي
  

  .، پروتئوميكسوتئين نوتركيبپر، پلاسميد تهاجمي، ديسانتريشيگلا  :كليديهاي  واژه
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: علائم عفوني شيگلا شامل بيشتر. گيرد تاثير قرار مي تحت

اسهال، تب، حالت تهوع، استفراغ، گرفتگي و درد شكمي 

  .)3،2،1( باشد و ظهور خون، موكوس در مدفوع مي

ــازمان      ــوي س ــه از س ــشار يافت ــزارش انت ــق گ طب

 ميليـون نفـر   7/164 ، حدود2009ني تا سال بهداشت جها

اند كـه از ايـن         مبتلا شده  سدر جهان به بيماري شيگلوزي    

 ه وــ ـميليون نفر در كشورهاي در حال توسع 2/163ميان 

هـر  .  ميليون نفر دركشورهاي توسـعه يافتـه بـوده انـد          5/1

شود   ميليون نفر توسط شيگلا تهديد مي     1/1ساله زندگي   

 هـزار مـورد ابـتلا بـه شـيگلوزيز طـي             580كه از اين ميان   

شــده  بازگـشت از كـشورهاي در حـال توسـعه گـزارش     

به علت عفونت زايي بالاي اين بـاكتري حتـي در            .)4( است

، )ارگانيـسم و عـدد از ميكـر  100كمتر از حتي  (تعداد كم آن    

. افزايـد  زا مـي  بر اهميت پيشگيري و درمان اين عامل بيماري

خـون و    و درگيـرد  قـرار مـي     در مخـاط روده   شيگلا معمولاً 

 در  سشـيگلوزي   تـشخيص     علامـت   . شـود   احشا داخـل نمـي    

 باشـد   مـي   خـون موجـود در مـدفوع    بـر اسـاس   بيشتر بيماران   

،   جـم   زايي شيگلا به سه فاكتور قـدرت تهـا         بيماري. )5،6،7(

قـدرت تهـاجم    . اندوتوكسين و اگزوتوكـسين وابـسته اسـت       

ت پلاسـميد تهـاجمي     اين باكتري تا حد زيادي به محـصولا       

)Ipa ( تري و عامــل انتـشار بــين ســلولي آن ايـن بــاك )VirG( 

توكــــسين شــــيگلا خطرنــــاكترين اگزو. اســــتوابــــسته 

Shigatoxin )STX( تواند در بيمـاران ايجـاد    باشد كه مي    مي

  ).8(كند ) HUS(سندرم اورمي هموليتيك 

مكانيسم ورود شيگلا به سلول اپيتليـالي بـه يـك         

ــسته اســت  ســري از پــروتئين ــاكتري واب . هــاي ســطحي ب

ها، توسط پلاسميد تهاجمي باكتري كد       مهمترين پروتئين 

 IpaA/B/C/D/H هــا شـــامل  ايــن پـــروتئين . شـــوند مــي 

 IpaB/C/Dامروزه از ميان اين پروتئين ها،       . )9 (باشند  مي

 IpaD. به عنوان كانديداي واكسن شيگلا مطـرح هـستند        

مـدن سـاير    نقش مهمي در تهـاجم بـاكتري و بـه سـطح آ            

) IpaB/C(زايـي   هاي مـوثر در تهـاجم و بيمـاري       پروتئين

  .)12،11،10(كند  بازي مي

   كيلو دالتون،37ي با وزن مولكول IpaD پروتئين

ساختار دمبلي شكل به همراه يك ناحيه درون مولكـولي          

ايــن پــروتئين از ناحيــه . دارد) coild-coild(پــيچ در پــيچ 

C-    بـاكتري  نـوع سـوم   ترمينال خود بـه سيـستم ترشـحي 

)Type III secretion system (    متـصل اسـت و از ناحيـه

N-     باشـد   ترمينال با محيط اطراف در تعامل مـستقيم مـي .

مطالعات بيوشيميايي و ساختاري كه بر روي اين پروتئين         

 در آمريكا صورت گرفت نشان داد ناحيـه         2008در سال   

N- ــال ــاكتري IpaD ترمين ــاجمي ب ــد ته ــش   در فرآين نق

تحقيقــات بــر روي نــواحي ســطحي  . گــذاري دارد اثيرتــ

 تمـام ايـن نـواحي      هم ثابت كرد كه تقريبـاً      IpaDاپيتوپ  

  ).13-16 (ترمينال اين پروتئين قرار دارند -Nدر ناحيه 

ــروتئين      ــان پ ــدار بي ــوثر در مق ــاتي م ــد مطالع فرآين

ــولاً ــر روي  معمـ ــاني بـ ــاي بيـ ــر فاكتورهـ ــه تغييـ ــا مطالعـ    بـ

 SDS-PAGE ــي ــاز م ــود  آغ ــه   و ش ــل از آن ب ــايج حاص نت

 ايـن روش    مـسلماً  .دباش  صورت كيفي و مشاهده مستقيم مي     

بــديهي اســت جهــت . توانــد داراي خطــا باشــد  مــيمطالعــه

غلظت سنجي  ، خالص سازي،    بررسي كمي نياز به استخراج    

 SDS-PAGE ژل مجــدد بــر روي  بررســيپــروتئين و نهايتــاً

 و نـرم  زاتـي تجهيامـا بـه تـازگي اسـتفاده از روش     . باشـد  مـي 

توانـد ژل     گزارش گرديده است كه مـي     ) Melanie(افزاري  

و ضـمن سـنجش كمـي و         اوليه را به صورت دوبعدي آناليز     

 تعيـين    همچنـين  كيفي تمام باندهاي تفكيكـي بـر روي آن و         

 ميزان غلظـت پـروتئين بيـاني نـسبت بـه      دانسيته هر باند، نهايتاَ 

  .هاي سلولي را ارزيابي نمايد كل پروتئين

دف از اين مطالعه تغيير در فاكتورهاي تاثير ه

گذار بيان و بررسي متنوع نتايج اين تغييرات، جهت بهينه 

 به منظور افزايش IpaD ژن  ترمينال- Nسازي بيان ناحيه 

توليد پروتئين نوتركيب، با استفاده از روش مستقيم 

  .باشد  نرم افزاري مي- تجهيزاتي

  
  :روش بررسي

ــه   ــن مطالع ــيدر اي ــشگاهي-تجرب ــد از آزماي  بع

هـاي كيفـي بـه بررسـي و       كسب اطلاعـات ناشـي از داده      

. پرداخته شد  مقايسه آن با نتايج كمي حاصل از نرم افزار        
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 pET-28a  حامل پلاسميدE. coli BL21(DE3)باكتري 

 در آن همــسانه ســازي IpaD ژن  ترمينــال-Nكــه ناحيــه 

 .)16(شده بود جهت مطالعات مورد استفاده قرار گرفت         

سبت به رشـد بـاكتري اقـدام        نجهت بررسي بيان پروتئين     

كـه  (به اين منظور ابتدا از نمونه باكتري اسـتوك    . گرديد

 در) گرديد گراد نگهداري مي  درجه سانتي-70دماي در 

 ميلـي گـرم در      80حـاوي    مايع   )LB(  لوريا برتاني  محيط

ميلي ليتر آنتي بيوتيك كانامايسين تلقيح و نسبت به رشد        

 درجـه  37و در دمـاي  دور در دقيقـه   150 شـرايط  آن در

)  OD( جذب نـوري  پس از رسيدن. گراد اقدام شد  سانتي

   وسـيله بـه   ، القا بيـان ژن       نانومتر 600موج    در طول  5/0به  

Isopropyl-β-D-thio-galactoside )IPTG( ــورت  صـــ

ــت ــاكتري در دماهــاي   . گرف ــپس ب  37و  30، 25، 15س

هـاي    اعت و تحت غلظـت     س 6گراد به مدت      درجه سانتي 

ميلي IPTG )1/0 ،3/0 ،5/0 ،7/0 ،1 مختلف عامل القايي 

دور در  5000هــا در  ســپس نمونــه. قــرار گرفــت) مــولار

 دقيقه سانتريفوژ و رسوب سـلولي بعـد         10به مدت   دقيقه  

روي ر  ، ب ـ )5/0و پـالس    % 70قدرت  (از سونيكيت كردن    

  . الكتروفورز شدندSDS-PAGE  درصد 12ژل 

اـ  از ژل ي رنــگ آميــزي شـده بـهـ روش كوماســي بلــو  ه

تـگاه   Gs-800 calibrated Denstometer تصوير دو بعدي با دس

ــزار    ــرم اف ــت ن ــه  )(PD.Quest 7.2.2 Bio-Radتح تهي

سـپس تـصاوير تهيـه شـده بـا كمـك نـرم افـزار         . گرديـد 

Melanie 7  در راســتاي انتخــاب بهتــرين دمــا و بهتــرين 

ــورد مطالعــه قــرار      ــت عامــل القــايي م ــدغلظ   گرفتن

)19،18،17.(  

با توجه به نتايج به دست آمده و مـشخص شـدن            

ترين غلظت عامل القايي براي تعيين        بهترين دما و مناسب   

 بيـان ديگـري در زمـان و غلظـت           مدت زمان القا مجـدداً    

IPTG   7/0گـراد و غلظـت         درجه سـانتي   37دماي  ( ثابت 

ــولار  ــي م ــر   ) ميل ــا متغي ــان الق ــدت زم  5 و 1،2،3،4(و م

ها را بعـد از رسـوب دادن و           گذاشته شد و سلول   ) ساعت

بــر ) 5/0 درصــد و پــالس 70قــدرت (ســونيكيت كــردن 

 الكتروفورز شدند و بعـد از تهيـه         SDS-PAGEروي ژل   

   هماننـد مراحـل   Melanie 7تصاوير دوبعدي با نرم افـزار  

  .)20،21 (فوق مورد بررسي قرار گرفت

ــادي  هــا و  بــه منظــور محلــول ســازي انكلــوژن ب

روتئين بيان شـده، از روش شـيب افزايـشي غلظـت اوره             پ

 1در اين فرآيند، ابتدا رسوب سلولي در        . استفاده گرديد 

ــر   ــي ليت ــسفات ميل ــافر نمكــي ف ــد از  )PBS( ب  حــل و بع

 70با قـدرت   (Ultra sonicatoreشكستن توسط دستگاه 

 درجـه سـانتيگراد     4، نمونه در دماي     )5/0درصد و پالس    

دور در دقيقـــــه  14000  دقيقـــــه بـــــا45بـــــه مـــــدت 

 بـه  سـپس فـاز رويـي حـذف و مجـدداً         . سانتريفوژگرديد

 اضـافه كـرده و بعـد از    PBS ميلـي ليتـر   1رسوب حاصله   

بـه رسـوب   . شدمخلوط كردن در شرايط قبلي سانتريفوژ  

  مـولار تيمـار و  2 حـاوي اوره  PBS ميلي ليتـر  1باقيمانده  

س پ ـ.  سانتريفوژ در شرايط قبلي صورت پـذيرفت   مجدداً

 ايـن  ، بـراي رسـوب حاصـل   مجـدداً  از حذف مايع رويي  

 1در مرحله آخر، بعد از اضـافه كـردن     . مرحله تكرار شد  

 مـولار بـه نمونـه و بعـد از     8حـاوي اوره   PBS ميلي ليتـر 

 4 سـاعت در دمـاي       48ها به مـدت       مخلوط كردن، نمونه  

نمونـه حاصــله از  . گـراد نگهـداري گرديـد    درجـه سـانتي  

 4 ساعته در دماي     48 از نگهداري    فرآيند شيب اوره پس   

فـاز  . درجه سانتيگراد، طبق شـرايط فـوق سـانتريفوژ شـد          

، جهت تخلـيص   ن ميكرو 48/0رويي بعد از عبور از فيلتر       

.  شـد  تلقـيح  سـتون كرومـاتوگرافي      در پروتئين نوتركيب 

هــاي  بـه منظــور بررسـي پــروتئين فرآينـد تخلــيص نمونـه    

ــر   روي ژل خــارج شــده در مراحــل مختلــف از ســتون ب

SDS-PAGE22،23 ( الكتروفورز گرديد.(  

تعيين غلظت پـروتئين تخلـيص شـده بـه كمـك            

ــه  . روش برادفــورد انجــام شــد  در ايــن راســتا بعــد از تهي

از شركت سـيناژن براسـاس      ) BSA(آلبومين سرم گاوي    

 595نمودار استاندارد در طول مـوج       ) OD(ميزان جذب   

 ،با استفاده از آن   د  ــم گرديد و در مرحله بع     ـــنانومتر رس 

هــاي نوتركيــب تخلــيص شــده    غلظــت پــروتئيننمــودار

  ).24( شد تخمين زده
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ــماره  ــصوير ش ــصوير ژل :1ت ــان،SDS-PAGE ت   بي
در دمـاي ثابـت     IpaD ترمينال ژن  N- پروتئين ناحيه 

 سـاعت القـا در      6 درجه سـانتي گـراد پـس از          25
  .)IPTG(  عامل القاييغلظت هاي متغير

 ).IPTG(نمونه كنترل بدون عامل القايي : 1چاهك 

  .فرمنتازSM0431 ماركر پروتئيني : 2چاهك 
 1 و   7/0،  5/0،  3/0،  1/0 به ترتيب غلظت هاي      3-7 چاهك

   IPTGميلي مولار غلظت 
SDS-PAGE : سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميد  

IPTG : تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد- پروپيل-ايزو  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

بيان پروتئين ، SDS-PAGE تصوير ژل :3وير شماره تص
 درجه 37در دماي ثابت  IpaD ترمينال ژن N-ناحيه 

 ساعت القا در غلظت هاي متغير 6سانتي گراد پس از 
  .)IPTG(عامل القايي 

 ).IPTG(نمونه كنترل بدون عامل القايي : 1چاهك 

  .فرمنتازSM0431 ماركر پروتئيني : 2چاهك 
 1 و   7/0،  5/0،  3/0،  1/0تيب غلظت هاي     به تر  3-7 چاهك

   IPTGميلي مولار غلظت 
SDS-PAGE : سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميد  

IPTG : تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد- پروپيل-ايزو  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

، بيـان پـروتئين     SDS-PAGEتصوير ژل    :2تصوير شماره   
 ـ 30 در دماي ثابـت      IpaD ترمينال ژن    N-ناحيه   ه  درج

 ساعت القا در غلظت هاي متغيـر        6سانتي گراد پس از     
  )IPTG(عامل القايي 

 ).IPTG(نمونه كنترل بدون عامل القايي : 1چاهك 

  .فرمنتازSM0431 ماركر پروتئيني : 2چاهك 
 1 و   7/0،  5/0،  3/0،  1/0 به ترتيب غلظت هاي      3-7 چاهك

   IPTGميلي مولار غلظت 
SDS-PAGE : لي آكريل آميدسديم دو دسيل سولفات پ  

IPTG : تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد- پروپيل-ايزو  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بيان پروتئين ، SDS-PAGE تصوير ژل :4تصوير شماره 
 درجه 37در دماي ثابت  IpaD ترمينال ژن N-ناحيه 

عامل   ميلي مولار7/0نهايي  غلظت باسانتي گراد 
   ساعت بعد از القا5 تا )IPTG(القايي 

 ).IPTG( نمونه كنترل بدون عامل القايي :1چاهك 

  .فرمنتازSM0431 ماركر پروتئيني : 2چاهك 
    ساعت بعد از القا1-5 به ترتيب  3-7چاهك

SDS-PAGE : سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميد  
IPTG : تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد- پروپيل-ايزو  
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    دماي به روش برادفورد در   پروتئين بياني    غلظت سنجي    واري  نتايج تراكم سنجي به روش نرم افز       :1  شماره جدول

   IPTG مختلف ، دماي متغير و غلظت) ساعت6 (ثابت                    

 دماي القايي
  غلظت

IPTG (mM) 

  تراكم پروتئين
(I) 

  سطح اشغالي
(A) 

تراكم پروتئين /سطح اشغالي 
)I/A(  

 غلظت كل پروتئين
(mg) 

37  1  4351  0854/57  2191/76  53  

37  7/0  4243  5420/55  3926/76  53  

30  1  3018  2660/54  6149/55  42  

30  7/0  3058  5846/42  8099/71  42  

25  1  3548  3185/47  9812/74  37  

25  7/0  3458  4806/46  9775/74  37  

IPTG :تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد-پروپيل-ايزو  

  

  

  :ها يافته

يان و توليد  درجه سانتيگراد مقدار ب15در دماي 

پروتئين بسيار ناچيز بود، لذا سبب حذف ادامه مطالعات 

مقايسه مقدار پروتئين بيان . در اين شرايط دمايي گرديد

 راد وــــگ ه سانتيــــ درج37 و 30، 25شده در دماهاي 

 درجه 37هاي مختلف عامل القايي در دماي  غلظت

 IPTG ميلي مولار 1 و 7/0هاي  غلظتدر سانتيگراد 

 نتايج به. بيشترين غلظت پروتئين بياني مشاهده شد

  درجه37تا (وضوح نشان داد كه با افزايش دما 

، مقدار غلظت پروتئين نوتركيب افزايش )سانتيگراد

   دراًـهمچنين اين مطالعات نشان داد كه تقريب. يافته است

  

  
ميلي مولار از عامل القايي، پروموتور وكتور  7/0غلظت 

 اشباع شده و افزايش مقدار عامل  تقريباIPTGًوسيله به 

تواند در مقدار بيان پروتئين نوتركيب تاثير  القايي نمي

  ).1جدول شماره  و 1-3تصاوير شماره (د گذارمشخصي ب

بعد از مشخص شدن دماي بهينـه بيـان و غلظـت            

عامل القايي جهت به دست آوردن مدت زمان بيان، بعـد      

ماني يك ساعت از هـم تهيـه        هايي با فاصله ز     از القا نمونه  

 كـه بيـشترين بيـان در سـه سـاعت            شدگرديد و مشخص    

ابتدايي بوده و بعد از سه ساعت مقدار بيان كـاهش پيـدا              

  .)2 شماره  و جدول4 تصوير شماره( كرده است

اي در دم  غلظت سنجي پروتئين بياني به روش برادفوردونرم افزاري تراكم سنجي به روش نتايج  :2 شماره جدول
  هاي مختلف بيان  و زمانIPTG ميلي مولار 7/0گراد، غلظت ثابت   درجه سانتي37ثابت 

  
  مدت زمان القاي

(h) 

  تراكم پروتئين

(I) 

  سطح اشغالي

(A) 

 تراكم پروتئين/سطح اشغالي 

)I/A(  

  غلظت كل پروتئين

(mg) 

1  00/2106  0518/39  9283/53  33  

2  00/2948  8098/43  2908/67  47  

3  00/2848  4051/36  2307/78  62  

4  00/2771  5624/35  9193/77  58  

5  00/3211  7681/41  8768/76  55  

IPTG :تايوبتا دي گالاكتوپيرانوزيد-پروپيل-ايزو  
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بررسي حلاليت پروتئين نو تركيب با استفاده        :5تصوير شماره   
  SDS-PAGEاز روش شيب افزايشي غلظت اوره در ژل 

  .1PBS يي بعد از سانتريفوژ بافاز رو: 1چاهك
  .فرمنتاز SM0671 نشانگر پروتئيني : 2چاهك 
  . 2PBSفاز رويي بعد از سانتريفوژ با: 3چاهك 
 2حاوي اوره PBS فاز رويي بعد از سانتريفوژ با: 4چاهك 
  ).مرحله اول( مولار

 2 حاويي اوره PBSفاز رويي بعد از سانتريفوژ با: 5چاهك 
  ). مرحله دوم( مولار

  . مولار8 حاوي اوره PBSفاز رويي بعد از سانتريفوژ با: 6چاهك 
SDS-PAGE : سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميد  

  
  

  

  

  

  

  

  

  
  

 پروتئينتاييد تخليص ، SDS-PAGE ژل  :6تصوير شماره 
  .نو تركيب با استفاده از ستون كروماتوگرافي

  . نمونه حاوي پروتئين قبل از ستون: 1چاهك 
  . فرمنتاز  SM0671نشانگر پروتئيني : 2چاهك 
  .  بعد از عبور از ستون  Fبافر: 3چاهك 
  .  دناتوره Cبافر : 4چاهك 
  .  دناتوره Dبافر  : 5چاهك 
  . دناتوره  E بافر: 6چاهك 
  .MESبافر : 7چاهك 

SDS-PAGE : سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميد  
PBS :بافر نمكي فسفات  

PBS :فاتبافر نمكي فس  
  
  

ن بيـاني،  يپس از مشخص شدن نامحلول بودن پروتئ      

هـا نيـاز بـود تـا طـي             اين انكلوژن بـادي    محلول ساختن براي  

. هم بـاز شـوند  از  تراكم پروتئين بياني     روشي اين فشردگي و   

رو، از شـيب اوره بـه عنـوان يـك روش نامتـداول در                از اين 

 هاي نامحلول كمك گرفته شـد و پـروتئين     استخراج پروتئين 

  ).5تصوير شماره (گرديد  دناتوره محلول Bدر بافر 

مرحله آخر تخليص پروتئين نوتركيب با اسـتفاده از         

و پــروتئين نــو  انجـام  )كيــاژن( نيكـل  سـتون كرومــاتوگرافي 

  ).6تصوير شماره (تركيب با غلظت مناسب تخليص گرديد 

  

  :بحث

توليد پـروتئين نوتركيـب بعـد از همـسانه سـازي            

اي بياني از اهميت خاصـي برخـوردار   توالي ژني وكتوره 

  ــود كه پروتئينش تر مي اين اهميت زماني پر رنگ. است

  

  
ـــد و همچنين   نوتركيب توليد شده به مقدار زياد نياز باش       

ــد    ــته باش ــت داش ــي اهمي ــاختار پروتئين ــظ س ــت . حف جه

نيـاز بـه همـسانه سـازي        ،  مطالعات ايـن ناحيـه از پـروتئين       

قبلي صورت پذيرفتـه بـود       كه اين كار در مراحل       داشت

نياز به بيان اين ناحيه، بهينـه سـازي بيـان و          در ادامه    ).16(

  .تخليص پروتئين نوتركيب بود

هر پروتئين بـا توجـه بـه مقـدار بيـان و سـاختار و        

از . باشـد  توالي آن شرايط بيـاني خـاص خـود را دارا مـي       

ــروتئين    ايــن ــان پ ــه بي ــه شــرايط بهين ــراي دســتيابي ب رو ب

  .نياز به بهينه سازي شرايط بود نوتركيب،

آنچه كه اين بررسي را از ديگر مطالعات متمـايز          

ــسبت بــه مــشاهده و در ابتــداكنــد ايــن اســت كــه   مــي  ن

ــري از روي ژل نتيجــه ــاي  گي حاصــل از  SDS-PAGEه

ــه ــدام شــد  نمون ــا اق ــهه ــصاوير   و در ادام ــا اســتفاده از ت  ب
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 تـا   وردآدوبعدي و آناليز نرم افزاري اين امكان را فراهم          

در انتخاب شـرايط بهينـه بيـان، درصـد خطـا در انتخـاب               

  .شرايط بهينه كاهش چشمگيري پيدا كند

با توجه به نقش دما بر روي توليد پـروتئين، ايـن            

 درجـه  15در دمـاي  . فاكتور مـورد بررسـي قـرار گرفـت        

سانتيگراد مقدار بيان و توليد پروتئين بسيار ناچيز بود، لذا     

. عات در اين شرايط دمايي گرديد     سبب حذف ادامه مطال   

 37 و 30،  25مقايسه مقدار پروتئين بيان شده در دماهـاي         

هاي مختلف عامـل القـايي در         گراد و غلظت    درجه سانتي 

   1 و 7/0هـــاي  غلظـــتدر  درجـــه ســـانتيگراد 37دمـــاي 

ين غلظت پروتئين بياني مـشاهده      بيشتر IPTGميلي مولار   

 37تـا   ( افـزايش دمـا      نتايج به وضوح نشان داد كه بـا       . شد

ــه ــانتيگراددرج ــب   ) س ــروتئين نوتركي ــدار غلظــت پ ، مق

همچنين اين مطالعـات نـشان داد كـه         . افزايش يافته است  

ــاً ــت تقريب ــايي،     7/0 در غلظ ــل الق ــولار از عام ــي م ميل

 اع شـده و   ـــاشب ــاًً تقريب IPTGپروموتور وكتور به وسيله     

ر بيــان توانــد در مقــدا افــزايش مقــدار عامــل القــايي نمــي

طـول مـدت    . دگـذار مشخـصي ب  پروتئين نوتركيب تـاثير     

القاء به عنوان يك فاكتور مهم ديگر، عامل ديگري بـود           

غلظـت پـروتئين بيـاني در       . كه مورد مطالعه قـرار گرفـت      

 مــورد بررســي كمــي قــرار ء ســاعت بعــد از القــا5طــول 

مـشاهده    بـا  فقـط انتخاب بيشترين مقدار بيان اگر      . گرفت

ــا  تSDS-PAGEژل  ــان القـ ــدت زمـ ــرات مـ ــام  غييـ انجـ

 داراي  يي، انتخاب زمان مناسب با درصـد بـالا        فتگر  مي

د و اين عامل مهمي بود تا ادامه مطالعـات بـه            اشب  خطا مي 

مقـدار پـروتئين    . سمت مطالعات نرم افزاري هدايت شود     

 ساعت پس از القا رو به افزايش بود و          3 و 2 ،1هاي    زمان

ــان ــاي  در زم ــد ا5  و4ه ــر   ســاعت بع ــه طــور غي ــا ب ز الق

شـود كـه      احتمـال داده مـي    . كاهش پيـدا كـرد    اي    منتظره

علت اين فرآيند به دليل ورود باكتري به فاز مـرگ و يـا              

تخريــب پــروتئين بــا گذشــت زمــان توســط پروتئازهــاي 

ــلولي  ــه   . باشــدس ــشخص شــد ك ــات م ــاي مطالع در انته

 درجه  37 در دماي  )IpaD ترمينال   -N (پروتئين نوتركيب 

 سـاعت  3و  IPTG ميلـي مـولار     7/0 راد، غلظـت  گ  سانتي

اي مـشابه در   در مطالعـه .  بيشترين بيـان را دارد   ،بعد از القا  

  هليكوبــاكترپيلوري در بــاكتري  كــه پــروتئين2007سـال  

E.coli BL21(DE3)  درون پلاسـميد pET-28a   همـسانه

 0-1(هـاي متفـاوتي از عامـل القـايي             اثر غلظـت   وسازي  

و دماهـاي   )  سـاعت  1-4(ان القـا    مـدت زم ـ   ،)ميلي مولار 

كه در بيـان پـروتئين   )  درجه سانتيگراد18 و 37(مختلف 

 درجــه 37دمــاي موثرنــد مطالعــه شــده بــود و در نهايــت 

 ميلـي مـولار از      4/0 سـاعت و غلظـت       4سانتيگراد، زمان   

 در بيـان پـروتئين      رايط بهينه ـــشل القايي به عنوان     ــــعام

ــه گــزارش شــد   ــورد مطالع ــهد .)25(م  اي ديگــر ر مطالع

Wang  و همكــــارانش بــــا همــــسانه ســــازي ژن HgfI  

Hydrophobin from grifola frondosa) ( ــور در وكت

pET28a     جهت افزايش توليد پروتئين نوتركيـب در بـاكتري

E. coli BL21   ــرات ــان ژن توســط تغيي ــه ســازي بي ــا بهين ، ب

اـن مقـدار پـروتئين توليـد شـده را مـورد                 فاكتور هاي كليدي بي

در اين مطالعات بهترين شـرايط بـراي بيـان          . ررسي قرار دادند  ب

اـعت القـا و      5گـراد، زمـان        درجـه سـانتي    25اين ژن دمـاي       س

  ).26(  ميلي مولار گزارش شده است7/0غلظت 

پس از مشخص شدن شرايط بهينه بيـاني، جهـت          

ــا افــزايش حجــم بيــان در   تخلــيص پــروتئين نوتركيــب ب

هـا    بررسـي . دامه پيدا كـرد   شرايط بهينه فرآيند مطالعات ا    

نشان داد كه پروتئين بيان شده به حالت نـامحلول بـوده و        

 8حـاوي اوره  ( Bكننـده      كـه از بـافر دنـاتوره       اشـت د نياز

امـا بـا اضـافه      . جهت فرآيند تخليص استفاده شود    ) مولار

پروتئين به فاز محلول وارد نـشد و        ) B(كردن بافر دناتور    

 روش نامتعـارف كـه بـه       اين عاملي بود كه باعـث شـد از        

باشـد پـروتئين بيـان شـده را      روش شيب اوره معروف مي    

در فـاز   هـاي فـشرده بـود         كه بـه صـورت انكلـوژن بـادي        

ــول آورده ــتون     محل ــك س ــا كم ــيص ب ــد تخل ــا فرآين  ت

انجـام و پـروتئين نوتركيـب        نيكل   كروماتوگرافي تمايلي 

  .با غلظت مناسبي تخليص گرديد

  

  :گيري نتيجه

  اتـه و مطالعـــبر اساس نتايج اين مطالعتوان  مي
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اينگونه بيان كرد كـه هـر پـروتئين بعـد از            مي توان   مشابه  

فرآيند همسانه سازي شرايط بيان مخـصوص بـه خـود را            

هـا   باشد كه شرايط دمايي و طول زمان القا سـلول       دارا مي 

  .باشد در مقدار توليد پروتئين موثرتر مي

  :تشكر و قدرداني

جواد قره چـاهي كـه در    ز همكاري آقاي  بدينوسيله ا 

مطالعات نرم افزاري همكاري نمودند و در پيشبرد اين تحقيق          

  .گردد ما را ياري نمودند تشكر و قدرداني مي
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Background and aims: Shigella dysenteriae is one of the most important pathogens which in 
spite of many attempts vaccine preparation, extended researches are still in the way, Transport 
and surface expression of the invasion plasmid antigens (IpaD proteins) have essential role in 
the pathogenicity of Shigella spp. IpaD has been one of the most important proteins for Shigella 
vaccine candidate. Studies have shown that N – terminal region of this protein has a key role in 
the pathogen city and invasion. This study was done to evaluate the optimization of N-terminal 
region of Ipad in order to increase the production of recombinant protein. 
Methods: In this experimental labortary study, desired region of IpaD cloned in vector pET-28a 
(+). For confirming cloning procedure ,standard tests were performed. The effect of IPTG 
concentration, temperature & induction times on the level of protein expression were evaluated 
by SDS-PAGE, qualitatively. The gels were evaluated with 2-D gel analysis software (Melanie 
7). The recombinant protein was extracted by Urea & eventually purificated with affinity 
chromatography column. 
Results : SDS-PAGE analysis showed that approximately the same amount of recombinant 
protein is expressed at different times, but software analysis proved that the optimized condition 
for the expression of recombinant protein was in the final concentration of 0.7 mM of IPTG, 
37˚C and 3 hours induction. 

Conclusion: According to the results every protein has its own expression after the 
homogenization process, and the temperature and the cells induction time length are more 
effective in the amount of protein production.  
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