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 بروسلا آبورتوس در باكتري اشريشيا كليP39بيان پروتئين نو تركيب 
4 قربان بهزاديان نژاددكتر  ، 3 سيما رافتيدكتر ، 2 علي هاتف سلمانياندكتر، 1حميد ابطحيدكتر

چكيده

 تـب   هـا و بـروز    هاي زئونوتيك است كه باعث سقط جنـين و نـازائي در دام            ترين بيماري بروسلوز از مهم  : مقدمه

هـا    بروسلا آبورتوس عوارض متعددي براي دامS19استفاده از واكسن رايج يعني سويه       . گرددمواج در انسان مي   

هـاي  هاي فضاي پري پلاسميك است كه به عنوان يكـي از شـاخص             بروسلا از جمله پروتئين    P39پروتئين  . دارد

ان مطالعـات بيشـتري در زمينـه توانـايي ايـن      تـو  مـي P39با توليد پروتئين نو تركيـب    . مهم ايمني زا مطرح است    

لذا در اين تحقيق توليد و تخليص ايـن پـروتئين    . زا بر عليه بروسلا انجام داد     هاي ايمني پروتئين در تحريك پاسخ   

. كلي بصورت نو تركيب انجام گرفته است5شيايدر باكتري اشر

 از بـاكتري بروسـلا آبورتـوس        P39، ژن   6ليمرازاي پ  در اين تحقيق تجربي با استفاده ازواكنش زنجيره        :روش كار 

بنـابر ايـن   .  كلـون گرديـد  pGEX4T1و +pSK در نـاقلين پلاسـميدي   ،P39پس از تخليص  ژن     . تكثير گرديد 

 ابتـدا سـاختار     P39بـراي توليـد پـروتئين نوتركيـب         .  تهيه گرديد  pGEX4T1-P39 و   pSK+-P39ساختارهاي  

سپس توليد پروتئين با القـا پلاسـميد     .   شد  BL21ريشيا كلي سويه     وارد باكتري اش   pGEX4T1-P39پلاسميدي  

pGEX4T1-P39  توسط  IPTG7  پـروتئين توليـد شـده بـا اسـتفاده از كيـت تخلـيص پـروتئين                 .  صورت گرفت

ميـزان پـروتئين خـالص شـده بـا اسـتفاده از روش بـراد فـورد                  .  خالص گرديـد   8گلوتاتيون اس ترانسفرآز سفارز   

.گيري شداندازه

P39  كـاملا بـا ژن  pSK+ در ناقل پلاسـميدي  كلون شدهPCRترادف نوكلئوتيدي ژن تكثير شده توسط : جنتاي

ميزان پروتئين  .   انجام گرديد   pGEX4T1-P39 با القا پلاسميد     P39توليد پروتئين   . بروسلا آبورتوس يكسان بود   

.بدست آمد ميكروگرم در ميلي ليتر200خالص شده برابر 

 بروسلا آبورتوس كه در سيتوپلاسم بـاكتري اشريشـيا كلـي ناپايـدار              P39ليد پروتئين نو تركيب       تو  :نتيجه گيري 

BL21 در ميزبـان اشريشـيا كلـي سـويه           pGEX4T1  نظيـر     9 با استفاده از ناقلين داراي پـروتئين الحـاقي         ،است

. پذير استامكان

، نو تركيب، اشريشيا كلي ، بيان ژنP39 ، پروتئين P39بروسلا آبورتوس، ژن : واژگان كليدي
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5 - E. Coli
6- PCR: Polymerase Chain Reaction.
7 - IPTG: Isopropyl - β - D - thiogalactopyranoside.
8- GST Sepharose: Glutathione S Transferase 

Sepharase.
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مقدمه

 گرم منفـي و داخـل سـلولي         بروسلا باكتري 

 كه باعث بـروز بروسـلوز در انسـان          باشد مي اختياري

بـا اينكـه بروسـلوز در محـدوده         . دشـو وحيوانات مي 

جغرافيايي خاصي گسـترش دارد ولـي در بسـياري از           

 و  اي،آسـياي غربـي   مناطق از جملـه نـواحي مديترانـه       

ــوز از  بخــش ــين هن ــاي لات ــا و آمريك ــايي از آفريق ه

 شـيوع   ).1(آيـد مـي مشكلات اصلي بهداشـتي بشـمار       

. واقعــي بروســلوز در انســان كــاملا مشــخص نيســت

دسـت آمـده از منـاطق آنـدميك بسـيار           ه  گزارشات ب 

كنتــرل بروســلوز بــر اســاس شناســايي و . متغيراســت

حذف حيوانـات آلـوده، پاستوريزاسـيون محصـولات         

اولـين  . ي و واكسيناسـيون حيوانـات  اهلـي اسـت          لبن

واكسن موثر بروسلا سويه زنده ضعيف شده بروسـلا 

گرچه اين واكسن باعث حفاظـت  . بودS19آبورتوس

مي گردد ولي عـوارض  آبورتوسدام در برابر بروسلا

هـا  ناشي از آن  باعث شده است تا استفاده آنها در دام           

ل تجـويز آن در  با احتياط انجام گـردد و در عـين حـا    

بنابر اين تحقيق براي سـاخت      . )2،3(انسان ممنوع باشد  

تر و موثرتر براي كنترل اين عفونـت        هاي سالم واكسن

دسـتيابي  .  رسددر حيوانات و انسان ضروري بنظر مي    

هاي جديد بروسلوز نيازمند     به اين هدف يعني واكسن    

هــاي اصــلي آنتــي ژنيــك بروســلا بررســي شــاخص

. )4(است

التـون  د كيلو 41 با وزن حـدود      P39ئين  پروت

ژن سازنده ايـن    .   است  1يكي از اجزاء مهم بروسلرژن    

 شـناخته  2 باز اولين بار توسط دنوئـل      1205پروتئين با   

ــد  ــين گردي ــرادف آن تعي ــروتئين . وت ــع P39پ  درواق

1 - Brucellergene.
2 - Denoel.

 ايـن   .)5(درفضاي پري پلاسـميك قـرار گرفتـه اسـت         

 ـ پروتئين از عوامل مهـم ايمنـي زا برعليـه بروسـلا            ه  ب

تاكنون تلاش زيادي براي توليد پروتئين      . آيدشمار مي 

P39نوتركيــب بــا اســتفاده از بــاكتري E.Coli انجــام 

ــت ــه اس ــاي  . گرفت ــروتئين در فض ــن پ ــداري اي ناپاي

 باعـث شـده اسـت تـا مقـدار           E.coliسيتوپلاسميك    

.)6(ناچيزي از اين پروتئين توليد گردد

 از  بـراي بيـان ايـن پـروتئين        در اين تحقيق    

ناقلين بيان كننده با يك پروتئين الحاقي  استفاده شـده         

اين امر باعث پايداري پروتئين در سلول شده و         . است

ناقـل  . كنـد را از تخريب داخل سـلولي حفـظ مـي         آن

ــرادف  pGEX4T1پلاســميدي  ــتن ت ــراه داش ــا هم   ب

 ترانسفرآز و اتصـال آن بـه    اسنوكلئوتيدي گلوتاتيون   

اري ايـن پـروتئين در فضـاي        باعث پايد P39پروتئين  

در ايـن تحقيـق    . رددگ مي E.coliسيتوپلاسمي باكتري 

براي افزايش توليد پـروتئين و جلـوگيري از تخريـب           

BL21 از سـويه     E.coliآنزيمي آن در سـلول ميزبـان        

ــت  ــده اس ــتفاده ش ــويه . اس ــداقل BL21س   داراي ح

پروتئازهــاي سيتوپلاســمي بــوده بنــابر ايــن تخريــب 

.  نوتركيب در آن صورت نمي پذيردهاي پروتئين

صــورت نوتركيــب ه  بــP39توليــد پــروتئين 

ردد تا مطالعـات بيشـتري در زمينـه ايمنـي        گباعث مي 

اين مطالعات را مي توان با تلقيح       . زايي آن انجام شود   

 به تنهايي و يا به همـراه سـاير   P39پروتئين نوتركيب

اكتري  نظير آندوتوكسين اين بزا بروسلاعوامل ايمني

.  انجام داد

روش كار

يـك مطالعـه    P39توليد پـروتئين نوتركيـب      

.تجربي است
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هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق           باكتري

تهيـه شـده از      ( S19بروسلا آبورتـوس سـويه      : شامل

E.Coli و   DH5α سويه E.Coli،  )انستيتو پاستور ايران  

تهيه شده از مركز ملي تحقيقات ژنتيـك        (BL21سويه

براي كلونينگ اوليـه و     . باشندمي) لوژي زيستي و تكنو 

و pSK+تعيين ترادف ژن مـورد مطالعـه از پلاسـميد         

 pGEX4T1 از پلاســميد P39جهـت توليــد پـروتئين   

پلاسميدهاي ذكر شـده از مركـز       . ( استفاده شده است  

ملي مهندسي ژنتيك وتكنولوژي زيسـتي  تهيـه شـده           

.)است

 ـ        ر تخليص كرومـوزوم  بروسـلا آبورتـوس ب

در .  انجـام گرفتـه اسـت      CTAB/NaCl1اساس روش   

اين روش ابتدا بروسـلا آبورتـوس در محـيط تريپتـي            

5 درجـه سـانتيگراد و   37كيس سوي برات در دمـاي     

رسـوب  . درصد گاز دي اكسيد كربن كشت داده شـد        

بدست آمده از سوسپانسيون كشت باكتري را در بـافر          

TE2             حل نمـوده و سـلول باكتريهـا  توسـط SDS و

ــاز ــزيم پروتئين ــدKآن ــز گردي ــاكتري . لي ــوزوم ب كروم

.  استخراج گرديـد   CTAB/NaCl3بااستفاده از محلول    

ها و ساير اجزا سلولي بـا اسـتفاده از مخلـوط             پروتئين

1/24/25ايزوآميـل الكـل بـه نسـبت         / كلروفرم  /فنل  

 بدسـت آمـده بـا اسـتفاده از          DNA. برداشت گرديـد  

شـد و سـپس توسـط       ايزوپروپانول الكل رسوب داده     

 بــا DNAكيفيــت .درصــد شستشــو گرديــد70اتــانول 

  درصد در    8/0استفاده از الكتروفورز آن در ژل آگارز      

 تخليص شده DNAمقدار .  بررسي گرديدTBE4بافر

1-  CTAB: Cetyl trimethyl ammonium bromide.
2 -TE:  Tris  10mM , EDTA  1 mM , pH 8. 
3 -CTAB 10% , NaCl  0.7 M.
4 -TBE: Tris – base 890 mM. Boric acid 890mM , 

EDTA 25mM.

260هـاي  نيز با اندازه گيري جذب نور در طول مـوج    

. نانومتر بدست آمد280و 

ــرادف ژن  ــا اســتفاده از ت طراحــي ، P39             ب

5.پرايمرهاي جلو و عقب  انجام شد

            پرايمـــر جلـــو داراي تـــرادف لازم بـــراي 

 و پرايمــر BamHIشناســايي و بــرش توســط آنــزيم 

عقب داراي ترادف لازم براي شناسايي و برش توسط         

. باشد مي XhoIآنزيم

 در حجم PCR با استفاده ازP39            تكثير ژن 

 به  PCRغلظت عوامل   .  انجام شده است    ميكروليتر 50

 الگو، يك ميلـي مـو لار   DNA نانو گرم از      500قرار  

 ميلي  200 ميلي مولار از يون منيزيوم،       3از هر پرايمر،    

ــري فســفات،    ــد ت ــر دزوكســي نوكلئوزي ــولار از ه م

  و  بـافر  Taq DNA Polymeraseواحد از آنزيم 5/2

 ـ    . آن است مربوط به  PCRراي برنامـه اسـتفاده شـده ب

 درجه سانتيگراد   94 حرارت اوليه در   مرحله اول شامل

 مرحلــه دوم و)يــك ســيكل(  دقيقــه 5بــه مــدت 

، سـه قسـمت    شاملمتشكل از سي سيكل كه هر يك        

 درجـه سـانتيگراد بـه       94(قسمت اول  دناتوراسـيون      

، قسـمت دوم اتصـال پرايمرهـا بـه         )مدت يك دقيقـه   

DNA   دت يك دقيقه     درجه سانتيگراد به م    64( الگو(

 درجـه سـانتيگراد     72( قسمت سوم تكثير ژن هدف       و

در نهايـت مرحلـه تكثيـر       . بـود ) به مدت يك دقيقـه      

ــايي در  ــدت  72نه ــه م ــه 5 درجــه ســانتيگراد ب  دقيق

 بــا PCRبررســي نهــايي  محصــول . صــورت گرفــت

 درصد در بافر    1الكتروفورز آن بر روي ژل آگارز       

بررسـي  . ام گرفـت   انج EDTA- اسيد بوريك  -تريس

5-Forward: 5’ GCC GGA TCC ATG GGC GCC 
TGT TGC CAA 3’ 

    Reverse: 5’ C CGC CTC GAG TTA TTT TGC 
GGC TTC AA 3’ 
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نتيجه الكتروفـورز بـا اسـتفاده از رنـگ آميـزي آن بـا           

ــا دســتگاه   ــد ومشــاهده آن ب ــديوم بروماي ــول اتي محل

تخلـيص  . لوميناتور ماوراء بنفش انجـام گرفـت      ترانس

 با استفاده از كيت تخليص تهيه شده از         PCRمحصول  

ــر اســاس دســتور العمــل آن انجــام  1شــركت رش   ب

.گرفت

 در دو پلاسـميد     P39ي كلون سـازي ژن                 برا

pSK  وpGEX4T1 ابتـدا  .  ترتيب زير عمل گرديـد     هب

 بـرش  XhoI و  BamHIهـاي    با آنـزيم   PCRمحصول  

لازم بـه   . داده وسپس در ناقلين  ذكـر شـده وارد شـد           

هـاي  ذكر است كه پلاسـميدهاي فـوق نيـز بـا آنـزيم            

BamHI   و XhoI   عمل اتصال ژن     . برش داده شد P39

 T4 DNAپلاسـميدها بـا اسـتفاده از آنـزيم     در ايـن  

ligase    مـدت يـك    ه   درجه سانتيگراد ب   16 در حرارت

 و pSK+-P39پلاســميدهاي . شــب انجــام گرفــت  

pGEX4T1-P39       هـاي مسـتعد      به ترتيـب در سـلول

.شد وارد BL21 و سويه DH5αاشريشيا كلي سويه 

 ـ  ،            براي تائيد صحت ترادف نوكلئوتيد     ه  ژن ب

 ســاختار پلاســميدي PCRمــده از محصــول دســت آ

pSK+-P39    در آلمـان ارسـال      2 به شركت ام دبليوجي 

 با استفاده از    PCRترادف نوكلوتيدي محصول    . گرديد

. آيد  بدست مي3روش سنگر

ــروتئين   ــد پ ــراي تولي ــاكتريP39           ب ــاي  ب ه

-pGEX4T1اشريشيا كلي تراريخت شده بـا پلاسـميد       

P39 ــوتري ــيط ن ــت داده و در   را در مح ــرات كش ن ب

 درجه سانتيگراد بر روي شيكر با حـداقل         37حرارت  

ها بـه   پس از اينكه تعداد باكتري    .داديم دور قرار    170

1-Roche.
2 - MWG.
3 -Sanger.

 از محلـول  ، )46/0با جذب نوري  ( حد مناسب رسيد  

 بـه سوسپانسـيون بـاكتري اضـافه         IPTGيك مـو لار     

گرديــد تــا غلظــت نهــايي آن بــه يــك ميلــي مــولار  

 رسـوب  ،IPTGعت پـس از افـزودن  چهار سـا .برسد

 دور در دقيقـه بـه       4000ها  با سـانتريفيوژ در         باكتري

بـراي بررسـي    . مدت نيم سـاعت بدسـت آورده شـد        

 از الكتروفورز رسوب بـاكتري بـر روي ژل          ،نتيجه القا 

.   استفاده گرديدSDS-PAGEدرصد15

GST           تخليص پروتئين بـا اسـتفاده از كيـت          

( س دســتورالعمل شــركت ســازنده  ســفارز بــر اســا

ميزان پروتئين خالص شده بـا      . انجام گرفت ) فارماسيا

ــدازهاســتفاده ــورد ان ــد و  از روش برادف ــري گردي گي

كيفيت آن نيز با اسـتفاده از الكتروفـورز پـروتئين بـر             

. بررسي گرديدSDS-PAGE5درصد  15روي ژل 

نتايج

 آمده از   دسته   كروموزومي ب  DNA            غلظت  

 ميكروگرم در ميلي    500باكتري بروسلا آبورتوس برابر   

 بـه عنـوان الگـو بـراي         DNAاين  .ليتر برآورد گرديد  

اندازه قطعـه ژن تكثيـر      .  استفاده گرديد  P39تكثير ژن   

جفت بازي  100  در مقايسه با ماركر     PCRيافته توسط   

).1شكل ( جفت بازبود1205برابر 

كثير يافته كه در پلاسميد                 نتيجه ترادف ژن ت   

pSK  ــرادف ژن ــا تـ ــود، بـ P39كلـــون گرديـــده بـ

.بروسلاآبورتوس يكسان  بود

  سـاعت از القـا بـا         4  پس از     P39            پروتئين  

IPTGوزن پــروتئين توليــد شــده در .   توليــد گرديــد

P39نتيجه القاي پـروتئين     . بود كيلو دالتون    64حدود  

4 -OD: Optimal density.
5 -SDS –  PAGE: SDS- Poly Acrylamide gel

electrophoresis.
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.ليتر بود ميكرو گرم در ميلي200محلول برابر پـروتئين موجـود در     مقـدار   .  آمـده اسـت    2در شكل   
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bp100 مار كر : ، ستون دومP39 مربوط به ژنbp1205  با ند :  ستون اول.1شكل 

نمونه بعد از القا ،  : 3ستون نمونه قبل از القا، : 2پروتئين ماركر، ستون : 1 ستون.P39ن  تخليص پروتئي.2شكل 

GST-P39پروتئين خالص شده: 4ستون 

1 2
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بحث

 داخل سلولي در انسان و حيوانات بوده كه باعـث بـروز عفونـت بخصـوص در                   بروسلا پارازيت 

بروسلوز بيماري تـب داري اسـت كـه در فواصـل     . گرددهاي رتيكولواندوتليال و دستگاه تناسلي مي     سيستم

خته شده بود و اسـامي متعـددي بـر            اين بيماري از زمان بقراط در مديترانه شنا         .يابد منظم تسكين مي   نسبتاً

. )7( گرفته است 15 و تب مواج14ايتب مديترانه، 13حسب مناطق شايع از جمله تب مالت

گسترش جهاني بروسلوز ، اين بيماري را هنوز از معضلات جدي سلامتي در انسان و حيوانـات                 

. شورهاي مختلف متفـاوت اسـت  گرچه آمار انتشار يافته از شيوع اين بيماري در كا.آورداهلي بشمار مي

 مـورد  و در ايـران        200 تـا  01/0شيوع دقيق بروسلوز انساني مشخص نيست اما آمـار انتشـار يافتـه بـين              

در حال حاضـر    . لذا كنترل بيماري از اهميت خاصي برخوردار است       . )4( جمعيت است  100000در4/132

 از بروسـلا    Rev1وسلا آبورتـوس و      از بر  S19هاي زنده ضعيف شده     براي ايمن كردن حيوانات از سويه     

: ها داراي مشكلاتي از جملهاما اين واكسن. شودملي تنسيس استفاده مي

هاي آبستن بروز سقط جنين در دام) 1

زايي براي انسان بيماري) 2

.هايي كه تشخيص حيوانات بيمار را از حيوانات واكسينه با مشكل روبرو ميسازدتوليد آنتي بادي) 3

تر و موثرتر براي كنترل اين عفونت در حيوانات و          هاي سالم ر اين تحقيق براي ساخت واكسن      بناب

.  )8(انسان ضروري بنظر ميرسد

هاي تشكيل يافتـه از زيـر واحـدهاي سـلولي بروسـلا كـه توانـايي                  در بين اين تحقيقات واكسن    

تعدادي از آنتي   .  انده مورد نظر بوده    را داشته باشند، هموار    Th1زاي سلولي از نوع     هاي ايمني تحريك پاسخ 

هـاي هومـورال و سـلولي  بـر عليـه            هاي پروتئيني بروسلا در حيوانات آزمايشگاهي توانايي ايجاد پاسخ        ژن

هـاي    و برخي از شـاخص      L7/L12 ، P39هاي  توان پروتئين ها مي از جمله اين آنتي ژن    .  بروسلوز را دارند  

دهند كه ايـن عوامـل توانـايي ايجـاد     مطالعات نشان مي.  وتاز را نام برد   آنتي ژنيك آنزيم سوپر اكسيد ديسم     

.)4(ايمني حفاظت كننده  در حيوانات آزمايشگاهي در برابر بروسلوز را دارند 

ژن سـازنده ايـن   .  كيلودالتون يكي از اجزاء مهم بروسلرژن  اسـت  41 با وزن حدود     P39 پروتئين

 در واقـع در  P39پـروتئين  .  شناخته و ترادف آن تعيـين گرديـد     دنوئلط   باز اولين بار توس    1205پروتئين با   

 بعنـوان  P39. انـد   وظايف متعددي را براي اين پروتئين ذكر نموده         .فضاي پري پلاسميك  قرار گرفته است      

. يك عامل اتصال شونده به سوبسترا در فضاي پري پلاسميك و انتقال سوبسترا به سلول شناخته شده است                 

هاي پـري پلاسـميك و      تاكسي، حفاظت سلول از استرس    شيميوهاي   آن اين پروتئين داراي فعاليت     علاوه بر 

.)5(ها است دخالت در شكل دهي برخي پروتئين

13 - Malta fever.
14 - Mediterranean fever.
15 - Undulant fever.
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آنتي ژنيسيته و ايمني زايي اين پروتئين انجـام گرفتـه            مطالعات و تحقيقات متعددي در مورد       

ايـن پـروتئين قـادر بـه        . گـردد در بروسلرژن محسوب مي    ازجمله عوامل اصلي ايمني        P39در واقع   . است

. )8(هاي حساسيت تاخيري و همچنين افزايش توليد انترفرون گاما است تحريك واكنش

ناقلين بيان كننـده نظيـر پلاسـميدهاي    با استفاده از  P39تحقيقات انجام شده براي توليد پروتئين 

pETدر اين سيستم پايـداري زيـادي را در سيتوپلاسـم سـلولي     هاي توليد شده دهند كه پروتئين نشان مي

هـاي نـو   يكي از دلايل مهـم تخريـب پـروتئين        . )6(گردد  در نتيجه مقدار اندكي از پروتئين توليد مي       . ندارند

هـاي توصـيه شـده بـراي         راه حـل    از .تركيب تخريب آنها توسط پروتئازهاي سلول ميزبان است       

ها استفاده از پلاسميدهايي است كه توالي لازم براي توليـد يـك پـروتئين           ين پروتئين جلوگيري از تخريب ا   

اتصال اين پروتئين به پروتئين مورد نظر باعـث پايـداري آن در برابـر پروتئازهـاي                 . الحاقي  را داشته باشند    

. باشـد  مـي  pGEXاز جملـه ايـن نـاقلين اسـتفاده از نـاقلين بيـان كننـده               .   )9(داخل سلول ميزبان مي شود      

:خصوصيات اين پلاسميد به قرار زير است

. مي باشدLacاين ناقل داراي پروموتور تريپتوفان است كه تحت كنترل اپراتور : الف

در اين ناقل براي افزايش ميزان ترجمه، جايگاه مناسب از نظر ترادف و فاصله تا كدون آغازين و بـراي              : ب

.اتصال به ريبوزوم تعبيه شده است

.  مكان كلونينگ ژن قرار گرفته است   5 ترانسفرآز كه در ناحيه      استرادف ويژه مربوط به آنزيم گلوتاتيون       : ج

. گردداز اين ناحيه براي تخليص پروتئين توليد شده استفاده مي

بنـابر ايـن  پـروتئين      . كيلو دالتون مي باشد      20 وزن مولكولي گلوتاتيون اس ترانسفرآز در حدود        

يكـي از اعضـاء   .  كيلو دالتون بيش از وزن ملكول پروتئين طبيعي آن وزن دارد20اين سيستم توليد شده در    

بنـابر  .  استفاده گرديد  P39اين تحقيق براي توليد پروتئين نوتركيب        است كه در   pGEX4T1اين پلاسميدها   

قيق ديده مي شود همانطور كه در نتايج اين تح     .  كيلو دالتون است   63اين وزن پروتئين توليد شده در حدود        

 توليد شده است، پايـداري خـود را نيـز در فضـاي              Lacاپراتور تحت كنترل    P39، علاوه بر اينكه پروتئين      

حفظ پايداري اين پروتئين به واسطه اتصال آن بـا پـروتئين    .    حفظ كرده است     E.coliسيتوپلاسمي باكتري   

 توسـط پروتئازهـاي     P39كديگر مانع از تخريب     اتصال اين دو پروتئين به ي     . گلوتاتيون اس ترانسفرآز است   

.شود ميE.coliداخل سلولي 
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