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چکیده

هـبدراـقنوـمرهوینا،ملاعوسایرو سنیشافزابادارد. ساسیانقشنبدکلسیمزيهموستادر ئیدوتیرراپاتئینوپر:هدفوزمینه
پیشـرفت مـانع پاراتیروئیـد، نوترکیـب پـروتئین ازاستفاده. شودمیانستخواپوکیرچاددفرکهريطوبه؛نیستنبددر دخونقشمنجاا

 ـسـاب وکلونینـگ فراینـد انجـام وژنـی سازهساختوطراحیبه منظور مطالعهاینکند.میکمکآنبهبوديبهوشدهبیماري گکلونین
انجام شد.شیاکلییاشرباکتريدر د به صورت محلول یروئیپاراتئینتپرو

 ـروئیهورمون پاراتنژسکوانسکردناپتیمایزوطراحیبایفین مطالعه توصیا:بررسیروش Parathyroid)دی hormone: PTH) يبـرا
 ـیاشريباکترکشتوباکتريداخلژنیسازهکردنترانسفورمازبعدشد.انجاممحلولصورتبهنوترکیبپروتئینبیان اسـتخراج ،یلاکیش

 ـگردمنتقلبیانیوکتوربهمهااددروجدانزیمیآهضمروشبهموردنظرپروتئینکدکنندهقطعهشد.انجامپلاسمید القـا عمـل سـپس د.ی
شد.بیانباکتريدرنظرموردپروتئینوگرفتصورت
واکنشروشبهمذکورفرایندگرفت.قرارموردنظرمحلدردرستیبهپاراتیروئید پروتئینکدکنندهقطعهآنزیمی،برشازبعد:هاهیافت
صـورت بـه پاراتیروئیـد پـروتئین نهایتدرکهگرفتصورتالقافرایندترانسفورم،عملانجامبعدگردید.تائید(PCR)مرازپلیايزنجیره
شد.بیانباکتريدرمحلول

صـورت بـه پروتئینبیاناست.صرفهبهمقرونارزانکشتمحیطبهنیازوآنسریعرشددلیلبهباکتريدرپروتئینبیان:گیرينتیجه
د.یگردنوترکیبپروتئینتولیددستینییپافرایندشدنکوتاهباعثمحلول

PCR، آنزیمیهضم،بیانیوکتور،پاراتیروئیدنوترکیبپروتئین:هاواژهکلید

 ________________________________ _____________________________
shahbazimajid@yahoo.co.ukونیکیالکترپست،يشهبازدیمجدکتر:مسؤولنویسنده*

017-32351735و نمابر تلفن،مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی گلستانگرگان، :ینشان
24/1/94:مقالهپذیرش،16/10/93:مقالهوصول

مقدمه
را استخوان یپوکيماریب1991سالبهداشت جهانی در سازمان

سـرطان، ازپسانسان،زندگیتهدیدکنندهعاملنچهارمیعنوانبه
کی ـاسـتخوان یپـوک ).1(کـرد م اعـلا مغـزي سـکته  وقلبـی سکته

اسـت یاسـتخوان بافـت تـراکم کاهشباهمراهعلامتبدونيماریب
يمـار یبکی ـعنـوان هب ـوبـوده همـراه یشکستگخطرشیافزاباکه

لیدلاازیکیتنهانهيماریبن یاشود.یمگرفتهنظردرسنبهوابسته
جـاد یايهـا يمـار یبانی ـمدربلکـه اسـت؛ استخوانیشکستگیاصل

115ازدیــروئیپاراتنیپــروتئ). 2د (دارییبــالارتبــهتیــمعلولکننــده
دردی ـپپتگنالیسعنوانبهآناسیدآمینه25وشدهلیتشکاسیدآمینه

درزی ـنآنگـر یداسـیدآمینه 6وشـود یم ـحـذف یاندوپلاسمشبکه
اسـیدآمینه 84بـا تینهادروشدهجدانیپروتئنیاازيگلژستگاهد
دراولاسـیدآمینه 34).3و2د (شویمترشحدیروئیپاراتيهاسلولاز

ازرانخـورده دسـت هورمونعملکردتمامباًیتقرنال،یترم-Nيانتها
ومیکلسهموستازتواندیمرمونوهازقطعهنیاودهدیمنشانخود

دربازجــذبنــدیفراتوانــدیمــنیهمچنــونمــودهمیتنظــرافســفات
درهورمـون نی ـایکیولـوژ یزیفعمـل ).4د (ی ـنماکنترلرااستخوان

ــتحرقیــطرازاســتخوانازبازجــذبنــدیفرالیتعــداســتخوان کی
بی ـنوترکنیپـروتئ ). لذا 5است (Cنازیکنیپروتئوکلازیسلاتیادن

درمــانيبــرایــیداروویپزشــککــاربرديدارایانســاندیــروئیپارات
دی ـروئیپاراتهورمـون یکیولـوژ یبتی ـاهم).6است (استخوانیپوک
یپـوک رفـع ودرمـان درهورمـون ازبالقوهییدارواستفادهویانسان

هدفکیعنوانبهراآنبدن،سازوسوختاختلالاتواستخوان
د سـاز یم ـمطـرح يداروسـاز يهـا یکمپانتوسطدیتوليبرامناسب

یانسـان بی ـنوترکهورمون پاراتیروئیـد روزانهيرجلدیزقیتزر).7(
(rhPTH)،ــث ــکباع ــتخوانلیتش ــزاواس ــودهشیاف ــتخوانت دراس
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يبـرا امـروزه ). 9و8ه اسـت ( شـد اسـتخوان یپوکيدارايهامونیم
اسـتخوان یپـوک ضـد يداروچنـد ایکیازاستخوانیپوکدرمان

رفـتن دستازسرعتناستخوایضدپوکيداروها.شودیماستفاده
وگردندیماستخوانشدنساختهباعثایوداده کاهشرااستخوان

اسـتخوان یشکسـتگ خطـر اسـتخوان، تـراکم شیافزابابیترتنیبد
کی ـ.هسـتند نـوع دواسـتخوان یضدپوکيداروهاابد. ییمکاهش

تنظـیم استروژن،تونین،کلسیها،فسفوناتسبیمانند داروهاازدسته
اسـتخوان ل ی ـتحلرونددنوسومابواستروژنهايگیرندههايهکنند

رونـد هسـتندکه ییداروهـا گر،یدستهد. دکننیمقفمتوایو کندرا
حاضرحالدردستهنیاازد. دهنیمشیافزارااستخوانشدنساخته

هورمـون پاراتیروئیـد  (دیپاراتيترنامهبپاراتیروئیدهورمونازینوع
کـا مـورد   یامريط سازمان غذا و داروتوسودیتول)یانسانبینوترک

قیــطرازهورمــوندیــتولبــراي ).11و10د قــرار گرفتــه اســت (ییــتا
کـه اسـت شـده يادی ـزاریبس ـيهـا تلاشبینوترکDNAيآورفن
ومخمر،اشریشیاکلیيباکترجملهازاستفادهموردیانیبيهاستمیس

طـور بهاشریشیاکلیياکترباست.آنازییهانمونهپستاندارانسلول
گرفتـه قـرار استفادهموردهترولوگدیپپتیپلسنتزيبراياگسترده

ع،یسـر رشـد آن،کامـل اتیخصوص ـشدنشناختهلیدلبهکهاست
انی ـبمعمـول، طـور بـه آن اسـت. بـودن صـرفه بـه مقـرون وبالابازده
میمسـتق صـورت هب ـیکـاف مقـدار بـه دیپپتایوکوچکيهانیپروتئ

هحاصـل دیپپتزینوآنبهمربوطmRNAمولکولچوناست.شکلم
موفقروشکیاست.يباکتردرونيهامینزآتوسطهیتجزمستعد

بـه راآن،rhPTHدی ـتوليبـرا کهاستنیامشکلنیابرغلبهيبرا
يهـا تـگ م.یکن ـانی ـبوژنی ـفصـورت بـه گـر یدنیپروتئکیهمراه
(Tag)تگازاستفادهآنجملهاز.داردوجوداستفادهيبرايمتعدد

نیپـروتئ دی ـتولمنظوربهمطالعهنیادر).13و12است (نیوردوکسیت
pETیانیبستمیسدرتگعنوانبهنیوردوکسیتازیانسانبینوترک

تـر محلـول صـورت بـه رامـذکور نیپروتئ+pET32aازاستفادهباو
غلظـت دردهش ـدی ـتوليبـاد انکلوژنشودیمباعثکهمیکردانیب

.دشوحلترنییپااوره
بررسیروش

طراحـی و اپتیمـایز کـردن سـکوانس ژن     این مطالعه توصـیفی بـا  
بــراي بیــان (Parathyroid hormone: PTH)هورمــون پاراتیروئیــد 

.صورت محلول انجام شدپروتئین نوترکیب به
:AC)مـوردنظر یتـوال سکانسابتدا NM_000315.2)تیسـا از

Gene Bankاشریشـیاکلی يباکتردرمناسبانیبيبرا.شدتخابان،
همراهبهمذکوریتوالسپسشد.داهسکانسسطحدرلازمراتییتغ

PUCوکتور Geneاززهیلیلئـوف صـورت هب57 Script دادهسـفارش
DH5يبـاکتر وBL21یانی ـبيبـاکتر ،PET32-aیانی ـبوکتورشد.

پسشد.دادهسفارشرانیاپاستورتویانستسسهؤمازنگیکلونيبرا

Webتیساتوسطسکانسیسربراز cuter يهـا مینزآنییتعو2.0
ــ ــزآ،یبرشـــــ ــامینـــــ ــرکتازBamH1وMCS1يهـــــ شـــــ

New England Biolabs)R3136s # R0534s(شــديداریــخر .
TAATACGACTCACTATAGGG-5-3یتـوال بـا پرموتـور T7مریپرا F:و

3-CAGCGGGCTAGTTAT TGCT-5:Rــرکتاز ــانMWGشـ آلمـ
دادهنشـان کی ـشـکل درمـذکور سـکانس نقشهد.یگرديداریخر

است.شده

تیدوتیرراپانمورهوهکنندکدقطعهداراى کلونینگرکتوو: 1شکل 
فت.گرارقرlac zناحیهدر gene scriptشرکتتوسطه ک

نی ـايبـرا آمـد.  درمحلـول صـورت بهزهیلیوفیلدیپلاسمدر ابتدا 
درگـراد یدرجه سـانت 4يدمادرقهیدقک یمدتبهراآنابتداکار
قـرار  الی ـويانتهـا درپودرهمهتامیکردوژیفیسانترx g 6000ر دو
آبتـر یکرولیم20وکـرده بـاز راالی ـودرلیاسـتر هـود ریزرد. یگ

DNAتـا شداضافهآنبهسازنده)شرکتستورد(طبقيفرنوکلئاز

م. در یکـرد ورتکـس قـه یدقکی ـمـدت بـه ارآنسـپس شـود. حل
درجــه 50يدمـا درقــهیدق15مـدت بـه محلــولصـورت ضـرورت   

زانی ـمبـه توجـه بـا شـود. حلDNAتاداده شدحرارتگراد یسانت
ــوص ــراد،یپلاســمخل ــريب ــهونیترانسفورماســه ــمب 10-100زانی
ازی ـموردنPuc57دیپلاسـم تـر، یکرولیمهـر يازابهدیپلاسمنانوگرم

تـر یلیل ـیمکی ـدریاصلاستوكازتریکرولیمکیمنظورنیبدد. بو
ازبعـد حاصـل شـد.  موردنظرنسبتتادیگردحليفرنوکلئازآب
حفظوکارسهولتيبرا،یاصلاستوكهیتهودیپلاسمکردنحل
میتقس ـيفـر نوکلئـاز وبیکروتیم5دراستوكازتریلیلیمکیآن

م.یاستوك کردگرادیسانتدرجه 20یمنفيشد و آن در دما
يروآلفــاDH5يبـاکتر کشـت ازپـس :يبـاکتر کـردن مسـتعد 

یتـان یبرالی ـلورمحیطلیترمیلی10درراباکتريازکلنییکت،یپل
(LB)باشیکردارانکوباتوردرشبانهصورتبهوکشتrpm180در

یـک بـه فـوق کشـت محـیط م.یگراد قرار دادیدرجه سانت37يدما
درودی ـگردمنتقـل LBلیتـر میلـی 50حـاوي لیتـري میلـی 500ارلن

هگـراد ب ـ یدرجـه سـانت  37دمـاي در)rpm180(شـیکردار انکوباتور
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بـه نانومتر600موجطولدرآنODتاشددادهقرارساعت4مدت
مـدت هب ـrpm8000بـا يری ـگرسـوب عمـل سـپس د. یرس6/0-4/0
اسـتریل مـولار میلـی 100کلسیمکلریددررسوبشد.انجامقهیدق5

ويری ـگرسـوب مراحـل .شددرآوردهسوسپانسیونصورتبهسرد
تی ـنهادروشـد تکـرار بـار دومیکلسدیکلردررسوبکردنحل

شد.انکوبهخیيروقهیدق45مدتهبحاصلونیسوسپانس
يباکترازتریکرولیم400کردنترانسفورميبراون:یترانسفورماس

DH5یآرامــبــهرامــوردنظروکتــورازتــریکرولیم3ومســتعدآلفــا
م. یکـرد انکوبـه خی ـيروراآنقـه یدق30مدتهبومینمودبیترک

گـراد  یدرجه سـانت 42يدمادرثانیه90مدتبهفوقمخلوطسپس
یـخ رويبـر قهیدق2-3مدتبهبلافاصلهوشد دادهحرارتیشوك

د.ی ـگرديباکتراردوبینوترکدیپلاسمبیترتنیابهشد.دادهقرار
فـوق مخلـوط بـه بیوتیـک آنتیبدونمایعLBمحیطمیکرولیتر500

درجـه  37ير دمادشیکردارانکوباتوردردقیقه60مدتبهواضافه
مقـدار اسـتریل، شـرایط وهـود زیـر در.شـد دادهقـرار گـراد  یسـانت 
)شـده ترانسـفورم هـاي سلول(فوقمحصولازمیکرولیتر200-100

50غلظـت بـا نیلیس ـیآمپ ـيحـاو کی ـوتیبیآنتيحاويهاتیپلبه
شـبانه طـور بـه هـا پلیـت شـد. دادهانتقـال تـر یلیل ـیمهردرگرمیلیم
قـرار گـراد یدرجـه سـانت  37ير با دمـا انکوباتودرساعت)18-16(

چونالبته.شودظاهربینوترکدیپلاسميحاوهايکلنیتاشدداده
Lacقسمتدرندهسازشرکتتوسطنظرموردژن Zشدهدادهقرار
به صورت ؛کردافتیدرراوکتورکهيباکترهرانتظارطبق؛ لذابود

ــ ــنمادیســفیکلن ــاکتروان شــد ی ــهوکتــور،فاقــديب ــدلب وجــودلی
نمود.نرشدکیوتیبیآنت

حـاوي LBکشـت محـیط لیتـر میلـی 10مقدار:دیپلاسماستخراج
سپسشد.ریختهلیتريمیلی15آزمایشلولهیکدروننیلیسیآمپ
کشـت کلنیتکشدهترانسفورمهايباکتريکشتحاويپلیتاز

کشـت از.شـد دادهقـرار گـراد  یدرجه سـانت 37يدمادروشدداده
ــبانه ــاعت)16-18(شـ ــاکتريسـ ــايبـ ــفورمهـ ــدهترانسـ ــلشـ عمـ
گرفـت. انجـام سانتریفوژدقیقه5مدتبهrpm5000بايریگرسوب

انجـام یدسـت صـورت بـه ییایقلزیلروشبهدیلاسمپاستخراجسپس
د.یگرد

PUCوکتوربرش:یمیآنزهضم توسـط مـوردنظر ژنيحاو57
شـرکت توسـط شـده هی ـاراپروتکـل بـا Mcs1وBmH1يهامیآنز

NEBــام ــدانج ــه.ش ــب ــورنیهم ــرشمنظ ــیب ــهآنزیم ــورتب ص
double digestionــا ــاناســتفادهب ــزدوازهمزم وشــدانجــاممیآن

ladder(محصـول  cat no : pr911653( 7/1ز آگـارو ژليروبـر
سـکانس مربوطـه، باندمشاهدهازپس. )2(شکل دیگردrunدرصد

cat(اژنی ـکشـرکت اسـتخراج تیکباموردنظر no: ژلاز)28604
.شداستخراج

puc57: برش وکتور 2شکل 

BamH1و Msc1یبرشيهامیتوسط آنز

 ـسـازه ختسـا  يهــامیآنـز توسـط PET-32aوکتـور ابتـدا :یژن
وسـط تژلاسـتخراج ازحاصـل سـکانس بهوشدهددابرشمذکور

T4تیک DNA Ligase)(Cat:M0202Tشـرکت ازNEB، اتصـال
بـه اتصـال يبـرا وکتـور ومـوردنظر ژنزانی ـممحاسـبه نحوهافت.ی
شد.محاسبهریزصورتهبگریکدی

required mass insert (g) = desired insert/vector molar ratio
x mass of vector (g) x ratio of insert to vector lengths

BL21يبـاکتر داخـل  ،یژن ـسـازه ساختازبعد:نگیکلونساب

يحـاو تی ـپليروراشـده ترانسفورميباکترسپسشد.ترانسفورم
ــ ــیآمپ ــنیلیس ــورتهب ــبانهص ــاتودرش ــانکوب ــار ب ــه37يا دم درج
م.یدادکشتگراد یسانت

PCR :ل اتصـا نـد یفرادییتايهاروشازیکی(Ligation) ،روش
PCR  .یکلـون روشازپــروژهنیــادراسـتPCRد.یــگرداســتفاده

شدانتخابتکصورتهبیکلوننیچندتیپلکیازکارنیايبرا
ــکروتیمدرو ــرارمختلــفيهــاوبی طیشــرادرســپسشــد.دادهق
شـد اضـافه هاوبیکروتیمبهیقیتزرمقطرآبتریکرولیم50لیسترا

ــهادادرو ــلم ــسعم ــامورتک ــگردانج ــکروتیمد. ی ــاوبی درونه
قـرار قـه یدق5مـدت بـه گـراد  یسـانت درجـه 95يبـا دمـا  ترموبلاك

قهیدق5مدتهبrpm10000بايریگرسوبعملآنازپسگرفتند.
يبـرا وبی ـکروتیمهـر یـی روولمحل ـازتریکرولیم10کهشدانجام
PCRــته ــد.برداش ــوادش ــهوم ــدهدادهبرنام ــراش ــاميب PCRانج

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

115/همکارانو یمحمدحسین آقاجان

)56پیدر(پی4شماره/17دوره/1394زمستان /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

ر آمده است.یدر ز
10X PCR buffer2.5 µl
dNTP (10 mM)0.5 µl
Mgcl2 (50 Mm)0.75 µl

Taq DNA polymerase0.5 µl
Primer forward0.5 µl
Primer reverse0.5 µl

Template DNA(30ng/µl)5 µl
ddH2o15µl

ر ی ـدر زژنری ـتکثيبـرا کلریترموسـا دسـتگاه بهشدهدادهبرنامه
آمده است.

Initial Denaturation94دقیقه5گرادیدرجه سانت
Denaturation94ثانیه30گرادیدرجه سانت

Annealing62ثانیه30گرادیدرجه سانت
Extension72ثانیه30گرادیدرجه سانت

Final Extension72دقیقه8گرادیدرجه سانت

هایافته
ریتصونیادرآمده است. 3شکلدرکه PCRاز حاصلریتصو
بدونيباکتروPCRیمنفکنترلعنوانبهدووکیشمارهچاهک
هسـتند. نظـر مـورد هیناحدرباندفاقدماانتظارطبقکههستندوکتور

آنطولکهاستوکتوربهدهشمتصلقطعهبه مربوطباندآنیمابق
.دیرسbp700بهمجموعدر

ح قطعه کدکننده یکه نشان دهنده اتصال صحPCRتصویر: 3شکل 
است.

، چاهک شماره دو PCRیک به عنوان کنترل منفیچاهک شماره 
ییهايها مربوط به باکترر چاهکیبدون وکتور، سايمربوط به باکتر
ب هستند که بر طبق انتظار ما باند در یوترکوکتور نياست که دارا

ح قطعه مورد نظر است.ینشان دهنده اتصال صحbp700ه یناح

دروندرمـوردنظر سـکانس حضـور دیی ـتاازپـس ن:یپروتئانیب
وشـد خابتانیکلونتکترانسفورميباکتريحاوتیپلازوکتور،

شـبانه کشتت.افیانتقالنیلیسیآمپيحاوLBطیمحتریلیلیم5به
انجـام rpm180بـا گرادیسانتدرجه37يبا دماانکوباتورکریشدر

تـر یلیلیم50يحاويتریلیلیم250ارلنبهمذکورطیمحسپسشد.
SOC)(Superطیمح ـ Optimal broth with Catabolic represso

IPTGباالقاعمل8/0بهODدنیرسباساعت5ازپسافت.یانتقال

د.یگردانجام)یینها(غلظتمولاریلیمکی
SDS-PAGE :100ونمونـه ازمیکرولیتـر 100گیرينمونهازبعد

Sampleازمیکرولیتــر Bufferــه درونME2ر میکرولیتــ5همــراهب
درجـه 98دمـاي دردقیقـه 5شد و به مدت ریختهمیکروتیوبیک

گیـري رسـوب عمـل سـپس گرفـت.  قـرار مـاري بـن درگراد سانتی
وزنکـه اینبهتوجهباشد.انجامrpm10000باودقیقه15مدتهب

دردرصد5ژلازبود؛ لذا دالتونکلیو23حدودماموردنظرپروتئین
شـد.  استفادهجداکنندهقسمتدردرصد13وکنندهمتراکمقسمت

ژلفراینـد نجـام اازپـس کـردیم. runمیکرولیتـر 30نمونههربراي
آنبـه مربـوط نتایجکهکردیمآمیزيرنگنقرهنیتراتبارامربوطه

بـاکتري نمونـه به مربوطیک شمارهچاهکآمده است. 4در شکل 
عملولی؛ بودوکتوردارايباکتري2شمارهچاهکو وکتوربدون

اسـت  وکتـور دارايبـاکتري 3شمارهچاهکونگرفتصورتالقا
نمود.بیانرامانظرموردپروتئینالقا،عملانجامکه

دهد.یترات نقره را نشان مینىمیزآنگر: 4شکل 
ان ین، چاهک سوم: بیان پروتئیبیاول دوم: کنترل منفيچاهک ها

لودالتون قابل یک24ه یب است که باند آن در ناحین نوترکیپروتئ
مشاهده است.

ر مربوط به وسترن بلاتی: تصو5شکل 
دیروئیان هورمون پاراتید بییلودالتون و تایک24ه یدر ناحوجود باند
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شـده  الکتروفـورز ین ـیپروتئيبانـدها روشنی ـادر:بلاتوسترن
نیپـروتئ تی ـتثبواتصـال تی ـقابلبـا غشـاء کیبه، لیآکرژليرو

ازنیپـروتئ يهاملکولروشنیادرمنتقل شدند.نیتروسلولز)(مانند
گرفتنـد. قـرار تی ـموقعهمـان دراءغش ـسطحدروندشدخارجژل
يبــادیازآنتــ،غشــاءبــهشــدهمنتقــليهــانیپــروتئصیتشــخيبــرا

cat(مربوطهیاختصاص no:ab ).5استفاده شد (شکل )53040
بحث

بـرش آنزیمـی، قطعـه کدکننـده     ن مطالعـه بـا  ی ـج ایبا توجه به نتـا 
اینـد  پروتئین پاراتیروئید به درستی در محل موردنظر قرار گرفـت. فر 

تائید گردید. بعد (PCR)مراز اي پلیمذکور به روش واکنش زنجیره
انجام عمـل ترانسـفورم، فراینـد القـا صـورت گرفـت کـه در نهایـت         

د.یگردصورت محلول در باکتري بیان پروتئین پاراتیروئید به
اسـتفاده یمختلف ـيهـا زبـان یمازبی ـنوترکنیپـروتئ دی ـتوليبرا

يبـاکتر ). 14اسـت ( اشریشـیاکلی يباکترآننیترجیراکهشودیم
زبـان یمعنـوان بـه است؛ لـذا ارزانکشتطیمحوعیسررشديدارا

).15د (شـو یم ـگرفتـه نظـر دربینوترکنیپروتئدیتوليبرامناسب
صـورت هب ـای ـومحلـول صـورت هبتواندیمبینوترکنیپروتئدیتول

صـورت هب ـبی ـنوترکنیپـروتئ کهیمان). ز16(باشديبادنکلوژنیا
بـه صـورت   یسـت یدر ابتدا با؛شودیمدیتوليباکتردريبادانکلوژن

یگـاه گـردد.  انجامنگیفولدیرندیفراآندنبالد و به یمحلول درآ
آوردندستبهمواردازياریبسدراست.مدآناکاراریبسدنیفران یا
اریبس ـیدسـت نییپـا اتی ـعملانجـام ازپـس يعملکردنیپروتئکی

ح یشـکل صـح  ین ـیبشیپ ـی). از طرف17و16است (نهیپرهزومشکل
ــاخوردگ ــاد یت ــوژن ب ــتوليانکل ــده در فرای  ــید ش ــد رناتوراس ون ین

ــازدهکــهاســتیحــالدرنیــا). 19و18رممکن اســت (یــغ نــدیفراب
نیپروتئدیتولنیبنابرا). 20است (درصد10ریزمعمولاًنگیفولدیر

ــنوترک ــولبیـ ــرد،يدارامحلـ ــاهمعملکـ ــتیـ ــزرایبسـ دريادیـ
نیپـروتئ دی ـتوليبـرا يمتعـدد يهـا روش.داردمدرنيوتکنولوژیب

آنبـه مختصـر صورتهبکهداردوجودمحلولصورتهببینوترک

نی ـاازیک ـیيبـاکتر کشـت طیمح ـيدمـا کـاهش گردد. یماشاره
مخصوصيهازبانیمازاستفادهگریدروش).22و21است (هاروش
آنهـا ازیاختصاص ـطورهبکهاستC43(DE3)وC41(DE3)مانند

شـود یم ـاسـتفاده محلـول صـورت هب ـبی ـنوترکنیپروتئدیتوليبرا
رابی ـنوترکنیپـروتئ توانیمکشتطیمحبیترکدررییتغبا. )18(

يهــاچــاپرونازاســتفاده).24و23د (کــردیــتولمحلــولصــورتبــه
يراب ـآنهـا ازتـوان یم ـکـه استییهاروشازگریدیکییمولکول

یکی).26و25د (کراستفادهمحلولشکلبهبینوترکنیپروتئدیتول
نیپـروتئ دی ـتولمـذکور، هـدف بـه دنیرس ـيبـر هـا روشنیبهتراز

کهییهاتگازتااست. سهتگهمراهبهوژنیفصورتهببینوترک
ــادر ــاســتفادهروشنی اســت.trxوMBP،NusAشــاملشــودیم

يداری ـپاباعـث ن،یپـروتئ کـردن لمحلـو بر علاوهمذکوريهاتگ
در). مـا 28و27د (شـون یميباکترکیتوپلاسمیسيفضادرنیپروتئ

وژنی ـفصـورت بهمذکورتگم.یکرداستفادهtrxتگازپروژهنیا
کشـت طیمح ـيدمـا نیابرعلاوهدارد.قرارPET-32aوکتوريرو
میتنظ ـگـراد یسـانت درجـه 28يروالقاازپسانکوباتورکریشدررا

شد.انیبمحلولصورتهبدیروئیپاراتنیپروتئزینانیپادرم و یکرد
گیرينتیجه

بیـان پـروتئین در بـاکتري بـه دلیـل      ن مطالعه نشان داد که یج اینتا
صرفه است. بیان رشد سریع آن و نیاز به محیط کشت ارزان مقرون به

تولید صورت محلول باعث کوتاه شدن فرایند پایین دستیپروتئین به
گردد.یمپروتئین نوترکیب 

قدردانیوتشکر
اخـذ  يبـرا ین آقاجانیمحمدحسينامه آقاانیپان مقاله حاصل یا

از دانشـکده  یپزشـک يوتکنولـوژ یارشد در رشته بیدرجه کارشناس
ازله ین وسیگلستان بود. بدین دانشگاه علوم پزشکینويهايآورفن

خـاطر بـه گلسـتان پزشکیمعلودانشگاهوفناوريتحقیقاتمعاونت
نماییم.میقدردانیوتشکرپروژهاینهزینهتامین
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Abstract
Background and Objective: Parathyroid proteins involved in calcium homeostasis. With increasing age
and other relevant factors, this hormone is not able to perform its role. Using recombinant parathyroid
hormone prevent disease progression and effective in improvement of disease. This study was done to
design and build the desired construct genes, cloning process and synthesis of soluble parathyroid
hormone in E. coli.

Methods: In this laboratory study, design and optimization sequence of the gene parathyroid hormone
(PTH) was carried out for expression of soluble proteins in bacteria. The construct contining PTH gene
(puc 57) transformed into bacteria and cultivation was done in SOB medium then Plasmid extraction was
performed. Fragment encoding the PTH was isolated by digestion of the cloning vector and ligate to
expression vector (PET-32a). Subcloning process followed by induction with IPTG 1mM. The
recombinant parathyroid hormon was expressed in bacteria, subsequently.

Results: After enzymatic digestion, the fragment encoding the protein of interest was properly localized.
The process was confirmed by polymerase chain reaction (PCR). Following performing a transformation,
induction process performed by IPTG with final concentration 1mM that caused the soluble parathyroid
proteins to be expressed in bacteria and the process was confirmed by Western blot technique.

Conclusion: Protein expression in bacteria due to its rapid growth and the need to inexpensive medium is
cost-effective. Soluble recombinant protein expression reduces downstream of recombinant protein
production.
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