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 ده يچک
ک مغز استخوان  يباعث تحر  لهيوسن ي بدو    ن دارديتين ترومبوپويمشابه با پروتئ  يکه در بدن عملکرد  است  يونديپن  يپروتئک  ي   ميپلاستيروم  :هدف و  نه يزمشيپ 

ماران  يدر ب  ي توپنيدرمان ترومبوس  در ميپلاستيروم  يدارو  .کندي پلاکت را کنترل م   دياست که تول  ي هورمون  ني تيترومبوپو.  شودي مپلاکت    ترش يبساخت    ي برا
  ،برداشتن طحال جواب نداده باشد  يا عمل جراحي  و  هاايمنوگلوبولين دها و  ي کواستروئيورتمانند گر داروها  يکه سا  يزمان (ITP) مزمن  يتوپنيترومبوسون  يميا   يدارا

  بود.  ي ا کلياشرش يباکتر ب در ي م نوترکيپلاستيروم يباديپپت يسازخالصو   ژن  انيب  طي شرا يسازنه يبهو   نگيکلون ، مطالعه ني ا. هدف از شودي م استفاده 
  ۵/۰ ،۱( IPTG نانومتر، غلظت  ۶۰۰ موجطول ) در  ۲/۱و  OD )۴/۰ ،۸ /۰ زانيشامل م مورداستفاده مستقل   يرهايمتغ،  ين مطالعه کاربردي : در اکار  روشمواد و  

در قالب طرح مرکب    )RSM (Response Surface Methodology(بودند که از روش سطح پاسخ    )LB, TB, M9کشت (  طي نوع مح  و  مولار)  يليم  ۵/۱و  
  د. يم استفاده گرديپلاستيد روميزان تول يمستقل بر م ي رهايمتغ بينيپيش   يبرا Design-Expert 12 افزارنرم با    يمرکز

  . شد  يسازنه يبه بي نوترک  ميپلاستيروم يباديپپت ديتول ي حالت برا ن يبهتر LBکشت   طي مح و  مولار يليم ۱برابر  IPTGغلظت ، ۰/ ۸برابر  OD زانيم: هاافتهي
ه  ي م در سويپلاستيروم  يباديپپت  يسازخالصو    ژن   انيب  ط يشرا   يسازنهيبه و    نگيکلونبود،    موردنظر   يبادينه پپتيد بهيتول  که  ي آنجائ: از  يريگجه يبحث و نت

BL21 ط که توسط ي شرا نيترنه يبهبا   يا کلياشرش ي از باکترRSM ح فولد شود، از مرحله  ين به نحو صحينکه پروتئيا  ين براي د، صورت گرفت. همچني انجام گرد
  . دارند يمولکول ي پزشک ني نو  يهادرمان در  ي مهم نقش يي دارو يهان يپروتئاستفاده شد.  يسازخالص ي نگ در ابتدايفولد ير
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  مقدمه
است.   نيت يو آنالوگ ترومبوپو   ي ونديپ   نيپروتئ  کيم  يپلاست يروم
  نيا  . کنديپلاکت را کنترل م  دي است که تول يهورمون ن يتي ترومبوپو

توسط سازمان غذا    ناشناس کاهش پلاکت   ي دارو در درمان پورپورا 
 ي که پاسخ  ي ماريب  نياز ا   ي استفاده در موارد  منظوربه  کايدارو آمر  و

  قيها، تزرکورتون   ،ي دي ور  نيمونوگلوبول يهمچون ا   جيرا   ي هابه درمان
جراح و  تأنداده   ي بردارطحال  يروگام  .  است   شده  ديياند، 

  د يتول  E.coliب در  ينوترک  DNA  ي آورفن با استفاده از    ميپلاست يروم
است  دالتون    لويک  ۶۰برابر    زي آن ن  يبي تقر  يو وزن مولکول  شوديم
ب مانند  ينوترک  ي هان يپروتئک و  يژنت  يشرفت در مهندسيپ).  ۴-۱(

 
  يران . رشت، الانيدانشگاه گ يدانشگاه  س ي پرد  ،يکشاورز ي وتکنولوژيگروه ب، يکشاورز  يوتکنولوژيب ي دکتر يدانشجو ۱
  يران (نويسنده مسئول) رشت، ا لان، يدانشگاه گ ،يدانشکده علوم کشاورز ،يکشاورز ي وتکنولوژيگروه ب،  يکشاورز ي وتکنولوژيو ب يميوشيار بيدانش ۲
  ، ايران گرگان، گرگان ي عيو منابع طب يدانشگاه علوم کشاورز، يوتکنولوژيگروه اصلاح نباتات و بک،  يژنت ي ار مهندسيدانش ۳
  ران ي ا، گرگان  ،گلستان ي دانشگاه علوم پزشک ،يعلوم پزشک  ن ينو ي هايدانشکده فن آور ،يانسان ک يگروه ژنتک، يو ژنت ي مونولوژياستاد ا ۴

که  ييهاروشو    هاک يتکن گر به در دسترس بودن  ي د  يهر رشته علم
).  ٦,٥(  است ، وابسته  دهنديمرا گسترش    هاش يآزمادامنه و دقت  

اتصال  ي بادي پپت   کيم  يپلاتسيروم  TPO-R  است که شامل چهار 

(Targeting Thrombopoietin receptor)   ها نيدم،  است 
)  ي ديپپت  ييزا جهش  ي هاکتابخانه ي غربالگر لهيوسبه شدهييشناسا(
 TPO-R (MPL (Myeloproliferative  ي برا   ييبالا  يبيترک  ليم

Protein Leukemia)    حامل    نيدم  کيوFc (fragment 

crystallizable)  با    يدارند و با توالTPO   ندارد  يهمسان  زا درون،  
در مغز    ت يوسيمگاکار  ي سازهاش يپ  ي رو  TPO-Rبه    ميپلاست يروم

  TPO. به همان روش  کندي مو آن را فعال  شودي ماستخوان متصل 
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آن جابجا کند،   رنده ي را از گ TPO توانديمو  شوديممتصل  زا درون 
، که  کندي مرا فعال  TPOمشابه  ي رهاياز مس ي اريبس  ميپلاست يروم

تعداد   مستمر  بهبود  به  ب  هاپلاکت منجر  در  درمان  ادامه    ماراني با 
  ITP (Immune Thrombocytopenic Purpura)  مبتلابه

م  يپلاتسيرومممکن است به  Fcγ ي هارندهيگتعامل با . )۷( شوديم
سلول بلوغ  هومورال،  تحمل  حفظ  تا  دهد  و    ژنيآنتارائه    ،ياجازه 

کند.    کنندهم يتنظ  T  ي هاسلول گسترش   اصلاح    ،ت يدرنهارا 
بتواند  م  يپلاتسيروم است  از    کننده م يتنظ  T  ي هاسلول ممکن  را 
فعال   T يميتنظ ي هاتوپ ياپ به نام Fc هيتوپ از ناح يدو اپ ق يطر

 ها ي باديپپتدر عملکرد    هاسميمکان   نيدر مورد ا   شتر يکند. کاوش ب
روم.  است   ي ضرور مس  يعيوس  ف يط  ميست پلاياتصال    ي رهاياز 

فعال    نگيگنال يس سلول  کنديمرا  ماندن  زنده  سلول  ،يکه    ،يرشد 
مگاکار  ،يتيوس يمگاکار  توز ياندوم همه،    ترمهمو    ،يتي وسيبلوغ  از 

  يدامنه خارج سلول  ميستپلايروم).  ٧دهد (يم  ش يپلاکت را افزا   ديتول
R-TPO    فعال اواترومبوپاگ  و   الترومبوپاگ  کهيدرحال،  کنديمرا 

، که  کنندي مرا فعال    TPO-Rبخش گذرنده    )يروش درمان  ي(نوع
فعال  توانديم مختلف  سطوح  به    جه يدرنتو    TPO-R  ت يمنجر 

شود.    ت يوس يو مگاکار  ي اديبن  ي هاسلول متفاوت در بخش    ي هاپاسخ
اتصال    دهديمنشان    مختلف  ي هاداده به  م  يپلاتسيرومکه  منجر 

مس   ن يروزي ت  وني لاسيفسفور آن  متعاقب  شدن  فعال    ي رهايو 
و    Mp1  ،JAK2-STAT5  ،ERK1/2  يدستن ييپا  نگيگنال يس

AKT  رونو  شود ي م به  منجر  افزا   يسيکه  و    ر يتکث   ش يژن 
رشد  م  يپلاتسيروم،  زا درون   TPO. مشابه با  گرددي م  يتيوسيمگاکار
ت  ت يوسيمگاکار  يکلن  دهنده ليتشک  ي هاسلول  و    کنديم  ک يحررا 

پلوئهات يوسيمگاکارتعداد   و  اندازه  افزا   ي دي،  نقش دهديم   ش يرا   .
است، اما   فردمنحصربه در اثر الترومبوپاگ    يکلات آهن داخل سلول

ن  يني بال  ريتأث مشخص  ا درمجموع .  ست يآن   يهايژگيو  ني، 
م  يليدلام  يپلاتسيروم روشن  چرا    کنديرا    يدرمان  نهي گز  ک يکه 

است و ممکن    ITP (Immune thrombocytopenia)  ي خوب برا 
سا در  ترومبوس   کيهماتولوژ  طيشرا   رياست  به  منجر    يتوپنيکه 

ار  زمانهم   ميپلاست ي روم).  ٧- ٩(  باشد  د ي مف  شونديم   ن، يتي تروپوي با 
 IL-3 (Interleukin 3)  ،IL-6  ي اديبن  ي هاسلول فاکتور  

(Interleukin 6)  و GM-CSF (Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor) تحر کلن  ک يدر    يرشد 
  ي تورهاک). فا۱۰کند (يمعمل    يشگاهيآزما  طيدر شرا   ت يوسيمگاکار

تور  کفا  ازجمله  هاپلاکت د  يتول  کيباعث تحر  ي متعدد  يرشد خون
(کما  - ت يگرانولوس  يلونکمحرک   فاGM-CSFروفاژ  تور  ک)، 

ا ي اديبن  ي هاسلول  ا ۱  نيکنترلوي،  ا ۳  نينترلوک ي ،  و    ۶  ن ينترلوکي ، 
برخشوندي م  ۱۱  نينترلوکيا  ا   ي.  نشان   ي فاکتورها  نياز  رشد 
افزا   دهنديم باعث  ب   ديتول   ش يکه  در  به    مارانيپلاکت  مبتلا 

در حال حاضر توسط غذا و   ۱۱ نينترلوکي. ا شونديم  يدرمانيميش
ترومبوس   ي برا   متحدهالاتيا   ي دارو از    يناش  يتوپنيدرمان 

پلاکت    د يعوامل تول  نيا   يشده است. نقش اصل  ديي تأ  يدرمانيميش
پلاکت   د يتول  ي است که برا  ي فاکتور رشد ن يتي بلکه ترومبوپو ست ين

  ن يتي مولکول ترومبوپو ي ايمزا  به  توجه با  ).۱۱- ۱۳مهم است ( اريبس
  که شود جاديا  ي دي جد نيت يترومبوپو  تا شد تلاش ،يانسان ب ينوترک

  ک ي ،١٩٩٧ سال در .بخشد بهبود را  ييدارو خواص  و نبوده  ژنيآنت
  با يمشترک يتوال گونهچ ي ه که شد ييشناسا ي دينواسي آم ١٤  ديپپت 

گ  اما  نداشت   ن يتي ترومبوپو متصليت يترومبوپو  رنده يبه  را    آن   و  ن 
در   ييا نه ي آم د ياس ١٤ د يپپت  دو  ييايم يش  وندي پ  . اتصالکرديم فعال
  ده هزار  آن  ت يب باعث شد تا فعالينوترک  نيت يترومبوپو  با  سهيمقا

  ت يسا  دارا بودن دو  مر به علت يد دا يپپت ).  ١٤کند (دا  ي پ  ش يافزا   برابر
رسپتور به  مختلف   زادرون   نيت يترومبوپو مانند    تواندي م  ،اتصال 

گ  ي مؤثر طوربه و   نيمبوپوتوتر  رنده يبه  را   متصل  نما  آن    . ديفعال 
فعالي پا  نيتي ترومبوپو و  حاويپپت  چهار  اتصال  با  دار    ١٤  ي د 

کربوکسيپا  به  نهيدآمياس  IgG1 Fc  قطعه  ليانه 

(Immunoglobulin G1)    که شد    پلتفرم   کي  ت يدرنهاحاصل 
(جاد  يا   ي بادي پپتنام    به   ديجد   يکيولوژيب ف ١٦,۱۵شد  و  ي).  اض 

در   ارز  ي سازخالص   ان، يببه    ي ا مطالعههمکاران    ت يفعال  يابيو 
ک  ياز    هاآن پرداختند.    ميستپلايروم   ملاري وسيب  ي بادي پپت  يکيولوژيب

حاو استفاده    ي باديپپتبا    شدهادغام  ياکلياشرش  ي باکتر  ي سازه 
  ). ١٧نمودند (

ان  يط بيشرا   ي سازنه ي بهنکه تاکنون در خصوص  ي ت به ا يبا عنا
روم حاضر    ي ا مطالعهم  يپلاست ي ژن  مطالعه  لذا  است،  نشده  انجام 
 يسازخالص و    ژن  انيب  طيشرا   ي سازنه يبه و    نگي کلون  باهدف

نوترکيپلاست ي روم  ي باديپپت  باکتريم  در  کلياشرش  ي ب  انجام    يا 
  د. يگرد

  
  مواد و روش کار

ا  کاربرديدر  پژوهش   (Escherichia coli(  ي باکتراز    ي ن 

E.coli  هيسو  BL21   روم يب  ي برا وکتور  يپلاست يان  استفاده شد.  م 
مارکر    ي ن وکتور دارا ياست. ا   pET9aن مطالعه  يمورد استفاده در ا 

پروموتوريسيکاناما  يانتخاب و  ته.  است   T7  ن  بر يمراحل  کشت  ه 
روش   (  Zurawa-Janickaاساس  همکاران  شد.  ۲۰۱۷و  انجام   (

  BL21زبان  ي، به آن سلول م LB brothه يخلاصه، پس از ته  طور به
(اضافه   پلاسم  ي برا   ).۱۸شد  تک  ي استخراج  از  کشت   ي هايکلند 

ط  يت با استفاده از لوپ برداشته شد و داخل محيداخل پل  شده داده
LB broth    مقدار و  داده  (يکرول يم  ۵کشت  )  mg/L  ۵۰تر 

  pET9aد  يسپس پلاسم  د.ي ز اضافه گردين نيسيکاناما  بيوتيکآنتي
مق با کيدر  استخراج    Thermoت  ياس کوچک طبق دستورالعمل 
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)  Polymerase Chain Reactionمراز (ي ره پليواکنش زنج د. يگرد
شامل  ي کروليم   ٢٥در حجم   بار    مقطرآب تر  ي کروليم   ١٢/ ٧٥تر  دو 

واکنش  يکرول يم   ٢/ ٥ر،  يتقط بافر  تر مخلوط  يکرول ي م  ٠/  ٥،  x١٠تر 
پرا ي کروليم   ٥/٠مولار،    يليم  ١٠  ي دي نوکلئوت دو  هر  از  مر  يتر 

آنزي کروليم  ٥/٠کومول)،  ي پ  ١٠(  ياختصاص پليتر  تک  (يم    ٥مراز 
  د. ي) استفاده گردنانوگرم  ٥٠(  DNAتر  ي کروليم  ٥تر) و  ي کروليواحد/م

  ي برا   ياختصاص  طور به  يحرارتک برنامه چرخه  ياز    مطالعهن  يدر ا 
درجه    ٩٥  ي ه دمايمرحله واسرشت اول  ي د. برا ي استفاده گرد  مرهايپرا 

کل شامل  يس   ٣٥ ر دري تکث  قه اعمال شد.يدق   ٥به مدت   گراديسانت
  ٥٦مرها  ي اتصال پرا   ي قه، دمايدق   ١به مدت    گراديسانتدرجه    ٩٤

به    گرادي سانتدرجه    ٧٢گسترش    ي قه و دمايدق   ١درجه به مدت  
گرفت.    هيثان  ٥٠  مدت سيصورت  نهاي ک  مرحله  شامل    ييکل 

محصول    قه بود.يدق   ١٠به مدت    گراديسانتدرجه    ٧٢  ييگسترش نها
PCR   درصد   ٥/١در ژل اگارزTBE  ٨٠ولت در   ٨٠و با ولتاژ ثابت  

  ). ١٩,۲۰شد (قه الکتروفورز يدق
د، ابتدا لازم است که هم يب در پلاسم يدرج قطعه نوترک  ي برا 

کسان،  ي محدودگر  ي هام يآنز لهيوسبه د ي ب و هم پلاسميقطعه نوترک
برا يبر شوند.  آنز  ي ده  هضم  انتها  يميانجام  و  ابتدا  قطعه   ي در 

ه شد.  يتعب XboIو  BamHI ي هام يآنز  ي گاه برش برا يب، جاينوترک
 يبرش برا   ي هامحل نگ خود  ي گاه کلونيهم در جا  pET9aد  يپلاسم

  يمي انجام واکنش هضم آنز  ي از برا يم را داشت. مواد موردنين دو آنزيا 
م  يتر)، آنزيکرول يم   ۴(  X۱۰تر)، بافر  ي کروليم  ۲ل (يشامل آب استر

BamHI،۱  ي کروليم) آنز unit/µl۱۰تر  تر  ي کروليم  XboI  ،۲/۱م  ي)، 
)unit/µl۱۰ پلاسم و قطعه  ي)،  ماکروگرم)    ۱تر (يکرول ي م  ۱۲ژن،  د 

 يبر رو  هانمونه ،  يمينان از انجام واکنش هضم آنزياطم   منظوربهبود.  

ک  ي، هانمونهبرده شدند و از هر کدام از  TBEدرصد   ۱/ ۵ژل آگارز 
  ). ۲۱شد (ز گذاشته يکنترل ن 

 ODان در  يت بيوضع  ي، بررسRSM  ي با استفاده از روش آمار

(Optical Density)    ي هاغلظت ها و  IPTG (Isopropyl β- d-1-

thiogalactopyranoside)  انتخاب  ين محيمختلف، بهتر ط کشت 
  RSMتوسط روش    هانمونه د و ادامه کار با آن انجام شد. (تعداد  يگرد

شد)  ييتع مابن  اثرات  پاسخ،  را    ي رهاي متغ  ن يروش سطح  مستقل 
روش    ني، ا علاوهبه.  دينماي م  فيتعر  ن يريبا سا  ب يدر ترک  اي  ييتنهابه
  جاد يا   را   کند،   ف يرا توص ندي کل فرآ  قاًيدق که    ي اضير  يمدل  توانديم

  .دينما
د (جدول  ي ز انتخاب گردين   IPTGو مقدار    ODن  ين بهتريهمچن

درجه    - ۸۰زر  ياز فر   Host Cell BL21ن مرحله استوک  يا   ي ). برا ۱
مقدار  يب  گراديسانت دما شدن،  هم  از  پس  و  شد  آورده    ۲۰۰رون 

-LB broth (Luriaط  يمح  ي ک لوله حاويتر از آن داخل  يکرول يم

Bertan)   مقدار  ير سپس  و  (يکرول يم   ۵خته  )  mg/L۵۰تر 
و    Kan (Kanamycin)  بيوتيکآنتي شد  افزوده  آن    صورت به به 

overnight با دور  گرادي سانتدرجه  ۳۷کر انکوباتور يداخل شrpm  
  LBط  يمح   تريليليم   ۱۰۰به    ش کشت يقرار گرفت. سپس پ  ۱۸۰
درجه    ۳۷کر انکوباتور  ياضافه شد و داخل ش  Kan  بيوتيکآنتي  ي دارا 
  شدهنوشته  ي ها   IPTGو    ODقرار گرفت. حال با توجه به    گراديسانت

جدول   نمودن    ۱در  اضافه  از  و پس  انجام  القاء    IPTG  ،۵مرحله 
د در شيساعت  داده شد. سپس  يگر  قرار  با همان دما  انکوباتور  کر 

خته شد و  يل ريک فالکون استريات کشت داده شده داخل  يمحتو
قه  يدق  ۱۴  به مدت   گراديسانتدرجه    ۴ ي و دما rpm  ۶۵۰۰در دور  

  ).۲۳,۲۲د (ي وژ گرديف يسانتر
  

 RSMش مرحله اول با يآزما يطراح  ):۱جدول (

  فاکتور
  سطح 

IPTG (mM) Host Cell  OD  
۵/۰ 1M9  ۴/۰  ۱  
۱ 2LB  ۸/۰  ۲  
۵/۱ 3TB  ۲/۱  ۳  

RSM  فاکتور  ۳با  
Factor 3: IPTG Factor 2: Host Cell Factor 1: OD Run 

۵/۰ M9 ۴/۰ ۱ 

۵/۱ M9 ۴/۰ ۲ 

۱ M9 ۸/۰ ۳ 

 
1 Lysogeny broth 
2 Terrific Broth 
3 Minimal Salts 
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  فاکتور
  سطح 

IPTG (mM) Host Cell  OD  
۵/۰ M9 ۲/۱ ۴ 

۵/۱ M9 ۲/۱ ۵ 

۱ LB ۴/۰ ۶ 

۵/۰ LB ۸/۰ ۷ 

۵/۱ LB ۸/۰ ۸ 

۱ LB ۸/۰ ۹ 

۱ LB ۸/۰ ۱۰ 

۱ LB ۸/۰ ۱۱ 

۱ LB ۲/۱ ۱۲ 

۵/۰ TB ۴/۰ ۱۳ 

۵/۱ TB ۴/۰ ۱۴ 

۱ TB ۸/۰ ۱۵ 

۵/۱ TB ۲/۱ ۱۶ 

۵/۰ TB ۲/۱ ۱۷ 

  
  

وژ، امواج اولتراسوند و  يف يسانتربا استفاده از    نيپروتئ   استخراج
–SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfateشستشو،  بافر  

Polyacrylamide Gel Electrophoresis)   نگ با  يو وسترن بلات
صورت    هاآن و همکاران و طبق روش    فردي ميابراهاستفاده از مقاله  

) انتها  ۲۴گرفت  در  نوترکيپروتئ  ي سازخالص ).  شد،  ين  انجام  ب 
فرمنت  از  حاصل  (ا يرسوب  باديشن  حاوي نکلوژن  محلول  در  را    ي ) 

  DTT (Dithiothreitol)مولار،  يليم  ۵۰س يمولار، تر ۶ن يديگوان
د. سپس آن  يک ساعت حل گردي  به مدت  pH=8.7مولار با    يليم  ۸

مولار،   يليم ۱۶۰ن يمولار، آرژن يليم ۵۰س يمولار، تر ۲را در اوره 
ق نموده و به مدت  يبرابر رق  pH=8.5  ،۲۰مولار با    يليم   ۳ن  يستئ يس
حال محلول  سرد قرار داده شد.    ي رر و در جاي است  ي ک شب بر روي

حل کرده و    pH=9مولار با    ١/ ٥مولار و اوره    ي ليم  ١٠س يرا در تر

سفارز لود شد  - spوژ و سوپرناتانت آن به ستون  يف يسانتر  آن را سپس  
انت تا  يگراد  صورتبه  pH=5مولار با    يليم  ١٠٠و همراه آن از نمک  

 ).٢٥( د.يمولار استفاده گرد  يليم ٥٠٠
  
 هاافتهي

  : يکدون يسازنهيبهژن و  يتوال
  ي دينوکلئوت   يم و تواليپلاست ي روم  ي بادي تي پ   ي دينواسيآم  يتوال
برداشته شد.    Drug bank (www.drugbank.ca)گاه داده  يآن از پا

بر    يژن  ي، توالي در باکتر  يان مطلوب ژن خارجينان از ب ياطم  ي برا 
ترج کدونياساس  اساس   ي سازنه يبه  د.يگرد  ي سازنه يبه  يح  بر 

کدونيترج دوتايح  کدون  توال  يي،  دوم  ساختار   mRNA  يو 

(Messenger RNA)  ت  يبا استفاده از ساGenescript    انجام گرفت
)http://www.genescript.com(.  

MDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV 

DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA 

KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD 

SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGGIEGPTLR 

QWLAARAGGGGGGGGIEGPTLRQWLAARA         
  :بيد نوترکياستخراج پلاسم

با    منظوربه ناقل  استخراج  ناقل،  در  ژن  الحاق  واکنش  انجام 
   يدرست  انجام شد و   Thermoت استخراج ناقل شرکت  ياستفاده از ک

 
استخراج  تر از ناقل  يکرول يم   ۷  ي گذاررات استخراج با بايانجام عمل
 ). ۱(شکل  د شدييو تأ  يبررس درصد ۱/ ۵ژل آگارز  ي شده بر رو



 و همکاران صالح شهبازی آذر   سازي توليد پپتيبادي روميپلاستيم نوترکيب در اشرشيا کلي بهينه 
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  استخراج شده)  pET9a. ناقل ۳و  bp  ،۲ 100. مارکر ۱( pET9a دياستخراج پلاسم): ۱شکل (
  

  : د ياستخراج پلاسم دييتأ يبرا PCRالکتروفورز محصول 
ر  ي نشان داد که تکث  PCRجه الکتروفورز محصول حاصل از  ينت

رفته و حضور قطعه  ي صورت پذ  يم به خوبيپلاستيژن روم   ي قطعه حاو

دارا ي تکث شده  باز  ۱۰۰۸اندازه    ي ر  ژن    ي ريگي جا،  ي جفت 
  . کنديم ديي تأ م در وکتور را يپلاست يروم

  

به   pET9aد ي . پلاسم۵و  ۴، ي. کنترل منفbp  ،۳ 100. مارکر ۲. (ي جفت باز ۱۰۰با استفاده از مارکر  PCRالکتروفورز محصول ): ۲شکل (
  م) يپلاستي همراه ژن روم

  
  :ميپلاستيان ژن روميند بي فرآ يسازنهيبه

مشخص    ) ANOVA(  انس يوار  و  ي ونيرگرس   ل يتحل  و   هيتجز
چند   مدل  که  کاف  ي درجه  ي ا جمله نمود  اندازه  به    گران يب  يدوم 

ن است که  يد ا يمو    ۲R  =۰/ ۹۶۵۳ .باشدي مب مشخص  يپاسخ، با ضرا 
ح داده و مدل برازش شده  يتوض   يخوببهون، واکنش را  يمدل رگرس 

ر مورد مطالعه  يمقاد  ي دامنه رات در  يي درصد از کل تغ  ۵۳/۹۶توانسته  
توض  دهد.  يرا  برا   ي اريمع  ۲Rح  چه    کهنيا   ي است  گردد  مشخص 

  ۲Rرات توسط مدل شرح داده شده است و در موارد  ييزان از تغيم
 دستبه   ۹۳۴۰/۰و    ۰/ ۹۶۵۳ب  يکه به ترت ل شدهيتعد  ۲Rو    يواقع

ن  ي. همچناندبوده   هاداده  ياز پراکندگ  يف مناسبيگر توصان يآمدند، ب
از   استفاده    يآزمون فقدان برازش مورد بررسمناسب بودن مدل با 

). از آنجا  P< ۰۵/۰نبود ( داري معندرصد  ۵قرار گرفت که در سطح 

نبود؛ مدل بر    داري معنکه فرض آزمون عدم برازش در معادله مدل  
  ين معنيد. برازش خوب به ا ي مختلف برازش گرد  ي اساس پارامترها
ها را به داده رات در  ييجاد شده توانسته است که تغياست که مدل ا 

کاف ا يتوض   ياندازه  لذا  دهد،  مدل جهت  يح  دامنه    ينيبش يپ ن  در 
استفاده مناسب بود. نمودارها  ي رهايمتغ  ي ن شده برا ييتع   ي مورد 

م شده است. هر شکل  يرها ترس يمتغ ي برا  و کانتور يسطح ي بعدسه
متغ دو  روياثرات  را  نما  ي ر  نمودار  دهندي مش  يپاسخ  هر  در  که   ،

  شده است. داشتهنگهثابت  اشنه يبه زان يدر م ر سوم يمتغ
  OD:ن ي انتخاب بهتر

م در  يپلاستيروم انيب مستقل ي رهاياز متغ  يکين مرحله  يدر ا 
  ينانومتر بررس ۶۰۰ موجطول ) با ۱/ ۲و  ۸/۰،  ۰/ ۴مختلف ( ODسه 

پاسخ   از روش سطح  قالب طرح مرکب مرکز  RSMشد که    ي در 
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)Design(Central Composite  CCD   بينيپيش   ي برا  
م استفاده و با توجه به  يپلاستي ان روميزان بي مستقل بر م  ي رهايي متغ

  طور به  سميکروارگاني غلظت م رات ييکرد که تغ ان يب توانيم ۳شکل 
م  ي دارمعني است   ري تأث  ميپلاست يروم   انيب  زانيبر    ۰۵/۰(  داشته 

>P.(  توجه به شکل هما است ن گبا    انيب  زانيم  ،ونه که مشخص 

افزا   م يپلاست يروم با  راستا  م  ش يهم  روند    سميکروارگانيغلظت 
م  ۸/۰غلظت    ي حاو  ي هانمونه  اما  داشته  يشيافزا    سميکروارگانياز 

ب   ن يکمتر  ن يهمچن  شده   م يپلاستيروم   انيب   زاني م  ن يشتريسبب 
  ۴/۰غلظت    ي حاو  ي هانمونه در    م يپلاستيروم  انيب  زانيم

  بوده است. سميکروارگانيم
ن و سمت  يي. نقاط قرمز سمت چپ پانيپروتئ   يمنحن رينسبت به سطح ز ميپلاست ي روم انيبر ب ) OD( ي ته نوريرات دانسيتاث): ۳شکل (
  و تکرار شونده است. ي ر مربوط به نقاط مرکزيو نقاط قرمز وسط تصو  باشدي م Area برحسب  ODزان  يانگر حداقل و حداکثر م يراست بالا ب

  
  : )IPTGالقا کننده ( ن غلظتي انتخاب بهتر

م  يپلاست ي روم انيب مستقل ي رهاي گر از متغي د  يکين مرحله  يدر ا 
  يمولار) بررس  يليم  ۱/ ۵و    ۱،  ۰/ ۵مختلف (  IPTG در سه غلظت 

پاسخ   از روش سطح  قالب طرح مرکب مرکز  RSMشد که    ي در 

)CCD برا هايي متغ  بينيپيش   ي )  م   ي ر  بر  بيمستقل  ان  يزان 
استفاده و  يپلاست يروم   IPTGغلظت    ن يبهتر  ۴  با توجه به شکلم 
 ه يناح نيکه ا  باشدي ممولار  يليم ۱با برابر  ميپلاستيروم انيب ي برا 

  آمد. به دست  نيپروتئ  يمنحن ري با توجه به سطح ز
  

      ن يپروتئ ير منحنيم نسبت به سطح زيپلاستيان روميبر ب IPTGرات غلظت يتاث): ۴شکل (
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  :ط کشتين محي انتخاب بهتر
  توانندي مکه  باشنديم مؤثر ر ي ط تخم يبر شرا  ي اديز ي فاکتورها

ط کشت مورد  ينوع مح  هاآن از    يکياثر بگذارند،    هاي باکتربر رشد  
ا باشدي ماستفاده   از مح ي. که ما در   ,LB  ي ط کشت هاين مرحله 

TB (Terrific Broth), M9 (Minimal Salts)    که از روش سطح
  بينيپيش   ي ) برا CCD(  ي در قالب طرح مرکب مرکز  RSMپاسخ  

با  م و ياستفاده نمودم يپلاستيان روميزان بي مستقل بر م ي رهايي متغ
  طور به ط کشت يمح  راتيي کرد که تغ انيب تواني م ۵توجه به شکل 

  ).P<0.05است (داشته    ري تأث  ميپلاستيروم  انيب  زانيبر م  ي داريمعن
شکل   به  توجه  م  ۵با  است،  مشخص  که  گونه    ان يب  زانيهمان 

و   داشته يشيروند افزا ط کشت ير محيي تغهم راستا با  ميپلاست يروم
کشت  يمح  ي حاو  ي هانمونه    ان يب  زاني م  ن يشتريب  سبب   LBط 

در    ميپلاست يروم   انيب  زانيم  نيکمتر   نيشده همچن  ميپلاست يروم
  .بوده است  M9ط کشت يمح

  

  نيپروتئ  يمنحن  ري نسبت به سطح ز ميپلاست ي روم انيبر ب  ط کشت يمح  ريتأث): ۵شکل (
  

  :ميپلاستيان روميند بي فرآ ينه براينقطه به يابي ارز
انجام   از  متغياول  ي هاآزمون پس  مناسبه  محدوده    ي رهايه 

و نوع   IPTGغلظت  ، ODزان  ي م(م شامل يپلاست ي د روميمستقل تول 
از روش سطح پاسخ (يمح ) در قالب طرح مرکب  RSMط کشت) 

م  ي رهاي متغ  بيني پيش   ي برا   ي مرکز بر  تولي مستقل  د  يزان 
استفاده  يپلاست يروم (م  در  ۱جدول  شد  د  يتول  ي سازنه يبه ). 
از  يپلاست يروم اساس طرح مرکب مرکزي ت  ۱۷م  بر    ۳، شامل  ي مار 

مستقل مورد استفاده    ي رهاي استفاده شد. متغ  ي تکرار در نقطه مرکز
  ۶۰۰  موجطول ) در  ۱/ ۲و    OD  )۴ /۰  ،۸ /۰زان  ين مرحله شامل ميدر ا 

غلظت   مح  يليم  ۵/۱و    IPTG  )۵ /۰  ،۱نانومتر،  نوع  و  ط  يمولار) 
برابر    ODزان  ي ط ميشرا   ي دارا   ي ). نقطه مرکزTB, LB, M9کشت (

و نوع    مولاري ليم  IPTG ۱نانومتر، غلظت    ۶۰۰ موجطول در    ۸/۰با  
شده شامل غلظت   ي ريگاندازهن پاسخ  يبود. همچن   LBط کشت  يمح
ک نمودار کروماتوگرام  يپ  ير منحنيم با استفاده از سطح زيپلاست يروم

هر    ي ع با فشار بالا بود. در روش سطح پاسخ برا يما  يکروماتوگراف

را بر   رهاي متغکه اثر مستقل و متقابل    شودي مف  يتعر  يمدل  يپاسخ
  ). ۲جدول کند (يم يهر پاسخ بررس ي رو

ند بر  ي فرآ  ي رهاي متغ  داري معناثرات    يابيارز  ي انس برا يه واريتجز
)  2R(  يب همبستگيل ضريه و تحليپاسخ انجام شد. با انجام تجز  ي رو

  ينيبش يپ   2Rو    يواقع  2Rمختلف بر اساس    ي هامدل ره،  ي چند متغ
ن  ير ا ين مقاد يشتريب ي که دارا  يکه مدل يصورتبه سه شد. يشده مقا

باشد دارا  ب  ي نيبش يپ قدرت    ي فاکتورها  دقت  و  خواهد    ي شتريبالا 
آنال  اثرات    داري معنو   ن عدم برازشييتع  ي انس برا يز واريبود.  بودن 

متغ يخط برهمکنش  و  دوم  درجه  متغ   ي رهاي،  بر    ي رهايمستقل 
آزمون عدم برازش در جدول    ي برا   Pوابسته صورت گرفت. اگر مقدار  

ANOVA   بودن مدل    يکاف  ي بود به معنا  ۰/ ۰۵  ي مساو  ترکوچک
در   Fمقدار بودن  يمعن ي . بباشدي م موردنظرپاسخ  ينيبش يپ ي برا 

مناسب    ي عدم برازش مطلوب است و به معنا  ي برا   ANOVAجدول  
  ت يدرنها).  ۳جدول  است (مشاهده شده    ي هاداده   ي بودن مدل برا 

  ).۴جدول  شود (ي م ينيبش يپ ج ينه با توجه به نتاي مار بهيت
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  هر پاسخ  ي رها بر روي اثر مستقل و متقابل متغ يبررس ):۲جدول (

Source Sum of Squares DF Mean Square F Value Prob > F 

Mean 7.696E+010 1 7.696E+010   Suggested 

Linear 2.304E+009 3 7.680E+008 0.26 0.8543  

2FI 1.638E+009 3 5.460E+008 0.15 0.9290  

Quadratic 2.486E+010 3 8.287E+009 4.76 0.0410 Suggested 

Cubic 9.917E+009 4 2.479E+009 3.28 0.1785  

Residual 2.270E+009 3 7.567E+008    

Total 1.179E+011 17 6.938E+009    

  
  سطح پاسخ مدل  ي عدم برازش برا  ANOVA ): ۳جدول (

Squares Sum of Square DF Mean Square F Value Prob > F 

Model 2.880E+010 9 3.200E+009 1.84 
0.2172 not significant 

 

A 6.650E+008 1 6.650E+008 0.38 0.5561 

B 1.020E+009 1 1.020E+009 0.59 0.4691 

C 6.194E+008 1 6.194E+008 0.36 0.5696 

A2 5.449E+005 1 5.449E+005 3.130E 004 0.9864 

B2 1.310E+010 1 1.310E+010 7.52 0.0288 

C2 5.144E+008 1 5.144E+008 0.30 0.6036 

AB 9.710E+007 1 9.710E+007 0.056 0.8201 

AC 8.482E+008 1 8.482E+008 0.49 0.5077 

BC 6.926E+008 1 6.926E+008 0.40 0.5482 

Residual 1.219E+010 7 1.741E+009   

Lack of Fit 1.215E+010 5 2.429E+009 118.67 
0.0084 significant 

 

Pure Error 4.094E+007 2 2.047E+007   

Cor Total 4.099E+010 16    

  
  مار ين ت يشنهاد بهتريمارها و پيت ي سازنه يبه  ):۴جدول (

Solutions Number OD Medium IPTG Area Desirability 

1 0.8 2.14 1 132270 0.760 Selected 

2 0.8 2.15 1.01 132269 0.760 

3 0.8 2.14 1.02 132253 0.760 

4 0.8 2.15 1.02 132251 0.760 

5 0.8 2.16 1.03 131161 0.754 
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 مقاله پژوهشي 

 
 

  : الکتروفورزم با استفاده از يپلاستيان روميب يابي ارز
القا کننده ب  ي باکتر ان، کشت داده  يترانسفورم شده در حضور 

کنترل برداشته شد.    عنوان به ک نمونه  ي  IPTGشد. قبل از افزودن  
اتمام   از  پروتئ  ي ريگنمونه پس  گردياستخراج  انجام  کل    ۲۰د.  ين 

از پروتئيکرول يم از جوشاندن بر رويتر  ژل    ي ن استخراج شده پس 
SDS-PAGE  نشان داده    ۶جه آن در شکل  يد که نتيالکتروفورز گرد

لو  يک ۳۰ ي سازخالص م قبل از يپلاستي روم يشده است. وزن مولکول
همچنباشديمدالتون   برا ي.  تست    موردنظرن  يپروتئ   دييتأ  ي ن  از 

  ).۷شکل ( د يگردز استفاده ينگ ن ي وسترن بلات

  

ب  ين نوترکيپروتئ ي حاو ۱. چاهک شماره SDS-PAGEژل   ي بر رو ي ن کل استخراج شده از باکتريجه الکتروفورز پروتئ ينت): ۶شکل (
  .باشديممارکر  Mو   يکنترل منف ۲م، چاهک شماره يپلاست يروم

  

  .همبه د يگنال پپت يو اتصال دو س ي سازخالص نگ پس از مرحله يجه تست وسترن بلات ينت): ۷شکل (
  

  : HPLC ازنظرنه ينقطه به يابي ارز



 ۱۴۰۲ آذر، ۹، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي 
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ر حاصل  ي ز  صورت بهجه  يم و نتيق نموديتزر  HPLCبه دستگاه    SDS-PAGEژل    يبررس  ازنظر ن را  ين نمونه بعد از مرحله استخراج پروتئيبهتر
  ).۸شکل  ( ديگرد

  .به همد يگنال پپت يو اتصال دو س ي سازخالص نگ پس از مرحله يجه تست وسترن بلاتينت): ۸شکل (
 

  ي گيربحث و نتيجه
بخش  ينوترک  ي هان يپروتئ داروها   يتوجهقابلب،    ياز 

توسط    ديي تأ   ي وتکنولوژيب  FDA (Food and Drugشده 

Administration)  تشک با   يدرمان  ي هان يپروتئ.  دهنديمل  يرا 
به   موفق  شانيهايژگيوتوجه  خلوص  بسيمانند  درمان    ي اريت  در 

  يني گزيازمند جايکه ن  ييهاي ماريب ن امر در درمان  يو ا   اندکرده کسب  
بباشنديمن  يپروتئ بروز  هورمون  توسط  درمان  دارد.    ي شتري، 

دسترسيهمچن ا   ي ن  به  موجب    يدرمان  ي هان يپروتئ ن  ينامحدود 
  ي ري ازمند به کارگيمرتبط شده است که ن  ي هاي ماريب توسعه درمان 

بازده بالا و    ي دارا   ياس صنعتيد در مق يب در تول ينوترک  ي تکنولوژ
جانب اثرات  (يم  يفاقد  موفق٢٧,٢٦باشد  تجاري).  هر    ي ت 

قابليت يوفارماسوئيبا به  تول   يابيت دستيکال  مق يبه  و  ياس زيد در  اد 
نه  يجه، هزيدارد. در نت   يب بستگيآن محصول نوترک  صرفهبهمقرون 

نوترک يتول افزا   تواندي مب  يد محصول  تول يبا  بازده  در مق يش  اس  يد 
 ازجمله   ييبه بازده بالا راهکارها  يابيدست  ي اد، به حداقل برسد و برا يز

اس و  يش مق يند افزا ي زبان مناسب، وکتور مطلوب، فرآي استفاده از م
  ).٢٨باشد (ي م ي ص آسان و ارزان ضروريند تخليفرآ ن يهمچن

 در ي ا گسترده  و مهم  اريبس نقش  ي دارا  بدن در هان يپروتئ

 از رونيب و هاسلول  درون به مواد انتقال ليقب  از ،يستيز ي ندهايفرآ

 ندي فرآ و ييايميوشيب ي هاواکنش  عيتسر رسپتورها، ليتشک آن،

 ي هان يپروتئ از  استفاده يپزشکمطالعات   ي برا  هستند. نگ يگنال يس
 و گرفته قرار استفاده مورد اريبس محلول صورتبه ب ينوترک
 ييهات يمز يدارا  هان يپروتئ ريسا به ب نسبت ينوترک ي هان يپروتئ

  يسيبازنو و شده يکپ نسخه که است  آن هات يمز نيا  از يکيهستند.  
 طوربه  بدن يعيطب  ن يپروتئ همانند توانديم يانسان ژن  از شده

همچنينما  عمل ياختصاص  طوربه ب  ينوترک ي هان يپروتئن  يد. 

  از). ٢٩شوند (ي م ديتول ي شتريب يفراوان با و کمتر نهيهز با و موثرتر
 يهات يمحدود  ي وتيپروکار  ي هاستم يسدر    ن يپروتئ   دي تول  ي طرف
دارد،    زين  ي جد همراه  با    يمحسوس  طور بهحاصل    ي هافرآورده به 

ز  يانسان  يعيطب   ي هافرآورده  دارند.  فاقد    هاي باکتر  را ي اختلاف 
جهت انجام اصطلاحات پس از ترجمه   يوتيوکاري  ي هاسلولامکانات  

 ، باشديم  هان يپروتئ در    وني لاسيکوز ي و گل  ونيلاسيفسفر  که شامل
  ب يکشت معا  ط يبه مح  مؤثر  يترشح  سميمکان  فقدان).  ٣٠هستند (

. باشدي م  کننده  انيب   ستميس  ک ي  عنوانبه   E.coli  ستميس  ياصل
  ليکم به دل  زاني به م  انيو ب  نيپروتئ   انيممکن است عدم ب  نيهمچن

  ح يصح   ي ريگشکل عدم    اي  يکدون  ت يارجح  اي  نيپروتئ   ت يسم
  ي ريگشکل  يرخ دهد. از طرف ستم يس ن يدر ا  ي ديسولفي د ي باندها

 ها ن يپروتئ   نييپا  ت يباعث تا شدن نادرست و حلال  زين  ي باد  نکلوژن يا 
ن  شوديم تجه  از يکه  بتوان    باشديم  يزاتي به    صورت بهرا    هاآن تا 

  يوتيوکاري  ي هان يپروتئ   يبرخ  ي برا   ليدل   نيمحلول درآورد، به هم 
  ستم ياستفاده از س ،باشديم از يپس از ترجمه ن رات ييتغ هاآن در  که

  م يپلاستي رومن مطالعه  ياما ما در ا   مناسب نخواهد بود،  E.coli  يانيب
از    را  استفاده  درينوترک  DNA  ي آورفنبا    صورت به   E. coli  ب 
د  يتوللو دالتون  يک  ٥٩برابر    يبيتقر   يوزن مولکولبا    ي نکلوژن باديا 

کم    نهي هز  ،ي باکتر  عيرشد سر زبان،  ين ميل انتخاب ا يم، از دلاينمو
ب در    انيو  قبول  توانا  کوتاه  زمانمدت قابل  سر  ييو  بر  ي رشد  ع 

بس   ي سوبستراها و  ابزارها  ي اريارزان  البته  يمولکول  ي از  برد.  نام   ،
پژوهشگران    يبرخ انتخاب    يوتي وکاري  يانيب  ي هاستم يساز  را 

  د يسولفي د  ي وندهاي پ  ي اغلب دارا   يوتيارکوي  ي هان يپروتئ ،  کننديم
فولد شدن  کهستند   در  پروتئ ه  فعال  ي داريپا  ن،يدرست  آن  يو  ت 



 و همکاران صالح شهبازی آذر   سازي توليد پپتيبادي روميپلاستيم نوترکيب در اشرشيا کلي بهينه 
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دل  ي ضرور به  باند   ي دارا   ي هان يپروتئ  ي هاي ژگيو ل  يهستند. 
دارا ين  ييدارو  ي هان يپروتئ  اغلب   ديسولفي د   د يسولفي دباند    ي ز 

ه بتوانند  ک  يانيگوناگون ب  ي هاستم يسبه    يابين دست يهستند بنابرا 
با سرعت و    يدرستد را به  يسولف  ي د  ي وندهايپ  ي حاو  ي هان يپروتئ

 يهاستم يساست.    ي نند ضرورکد  ي مت تولي ق  بالا و ارزان  ي بهره ور
ب  يگوناگون توسعه    د يسولفي دباند    ي دارا   ي هان يپروتئ ان  يجهت 

هر  ک  اندافتهي معايمزا   ک يه  و  برا يا  دارند  را  خود  مثال    ي ب 
 مخمر ،تخمدان همستر  ي هاسلول   ريوت نظيارکوي  يانيب  ي هاستم يس

ظرف   ي هاسلول ا  ي بيحشرات    ي حاو دهيچيپ  ي هان يپروتئان  يت 
پ يچند بس  ديسولف ي دوند  ين  اما  دارند  قکار  يرا  گران  و  مت  ي ند 

ل سرعت را  کز اگر چه مشيسلول ن بدون يانيب ي هاستم يس هستند.
جه  ي، در نتستندياد مناسب نيز  ي هااس يمق   ي برا   يول  کنند يمحل  

ن  ييمت پايو سرعت بالا و ق  ي وربهره وت با  يارکپرو  يانيب  ي هاستم يس
ن  يب هستند و در ا يکنوتر  ي هان يپروتئان  يب  ي نه برا يگز  نيترمناسب 

بود. چانگ و همکاران در سال  نه  يگز  نيتري عموم  يلکايش ين اشريب
در  ٢٠١٢ در    ب ينوترک  ي داروها  يصنعت  ديتولبه    ي ا مطالعه، 

درصد   ٣٠به  کينزدپرداختند.  آن رياخ ي هاشرفت يپو  يکلايشاشر
در    دييتأ  ب ينوترک  يدرمان  ي هان يپروتئاز   حاضر  حال  در  شده 
و   عيمشخص، رشد سر  ک يبا توجه به ژنت .شودي م ديتول يکلايشاشر
 يهان يپروتئ  ان يب  ي انتخاب ارجح برا   ک ي  يکلايشپر بازده، اشر  د يتول
ل انتخاب  يدلاو از  بوده است  ي وتکنولوژي در صنعت ب لهيکوز يگل ريغ
پژوهش  يا  نتباشديمن  در  بي،  و  يجه  پروتئي  ي سازخالصان  ن  يک 

از  ينوترک از    ترآسانو    ترارزان عتر،  يسر  تواندي م  E.coliب 
  ). ٣٠- ٣٢باشد (گر يد ي هاسميارگان

ا  روميدر  پژوهش  موفقيپلاست ين  با  باکتريم  در    E.coli  ي ت 
شد. يتول   مر ي د  د يپپت   Fc  وژن ي ف  ن يپروتئ   کي  ميپلاست ي روم  د 
پلاکت از   ديتول ش يافزا  ي برا  زي کننده ترومبوپو کي) تحري بادي پپت(

دو    ي دارا  ن مولکولياست ا   ن يتي ترومبوپو  رندهيفعال شدن گ   ق يطر
نه  يد آمياس  ٢٦٩از    هاآن ک از  ياست که هر    ي ا ره ي زنجر واحد تک  يز

  IgG1 Fcن حامل  يک دمير واحد شامل  يل شده است. هر زيتشک
متصل شده   ي ديپپت يپل يک تواليبه  يکووالانس صورتبهاست که 

ن  يتي رنده ترومبوپوي واکنش با گ  ي برا   ين اتصالياست که شامل دو دم
c-Mpl ٣٣است (ل شده ينه تشکيد آم ياس ١٤ن از ياست. هر دم  .(

 يسازخالص  ان،يببه    ي ا مطالعه، در  ۲۰۱۶اض و همکاران در سال  يف
ارز   م يستپلاي روم  ملاريوسيب  ي بادي پپت  يکيولوژ يب  ت يفعال  يابيو 

ادغام شده با   ياکلياشرش ي باکتر ي ک سازه حاوياز  هاآن پرداختند.  
ا   ي بادي پپت نمودند.  ترک ياستفاده  دو  شامل  سازه  پپتين    ي دي ب 

ن  ي. ا باشنديم،  شدهب  يترک   IgG1Fcل  يکه با گروه کربوکس  ي تکرار
انکلوژن   عنوانبه ن يان پروتئيمنجر به ب ياکلياشرش ي سازه در باکتر

شکسته، شسته و پس از دناتوره و حل   هاي بادد. انکلوژن يگرد ي باد

آخر   مرحله  در  و    موردنظر  ي هاي باديپپتشدن،  شده  تا  مجدد 
دست   ي هاي باديپپتشد.    ي سازخالص تکن  به  با  -SDSک  يآمده 

PAGE   ا وسترن  فعال  د ييتأنگ  يمونوبلات يو  زيشدند.  آن    يستيت 
نشان   هاآن ج  يد. نتايگرد   يدر موش بررس  ي ر جلديق ز يتزر   صورت به

 inش  يو آزما  اندشده د و خالص  يح تول يصح   طور به  هامولکول داد که  

vivo   داد  نسبت به گروه کنترل خبر    هاپلاکت   داريمعنش  ياز افزا
ا ١٧( بادي)  انکلوژن  ي نکلوژن  تول  ياجسام  در  که  د  يهستند 

دلينوترک  ي هان يپروتئ به  جزئيب  شدن  جمع  تاخوردگ  يل    يو 
 يجا   هاي باکترواره  يکوچک در داخل د  ي هابسته   صورتبهنامناسب  

ا اندگرفته در  پروتئ ي.  هم  مطالعه  رومين    صورت به م  يپلاست ي ن 
 صورتبهکه    ييهان يپروتئ   کهازآنجاييان شد، و  يب  ي نکلوژن باديا 

انجام ر  ي نکلوژن باديا  ا يهستند،  ن  يپروتئ  nativeجاد فرم  يفولد و 
فعال اهميکه  باشد،  داشته  فراوان يت   يهانمونه سپس   دارد.  يت 

انجام    يني پروتئ از  پس  شده  کاغذ    ي رو  SDS-PAGEاستخراج 
  ي موجود بر رو  ياختصاص  ريشدند. نقاط غ   ي لکه گذار  تروسلولزين

  يکاغذ توسط بافر، بلوکه شدند. پس از انجام سه مرحله شستشو، آنت
  هيثانو  ي باد  يو سپس آنت  ميپلاستي ضد روم  هيمونوکلونال اول  ي باد

مورد استفاده   HRP (Horseradish peroxidase)  ميمتصل به آنز
نگ صورت  ي ش وسترن بلاتيآن توسط آزما  يي نها  ديي تأ.  قرار گرفت 

از  يپذ پس  بلاترفت.  وسترن  مراحل  پروتئ ي انجام  باند  در    ينينگ، 
نها  د ييتأد که  يدگرمشاهده لودالتون  يک   ۴۵  ه حدود يناح   ييکننده 
در    E.coli BL21(DE3)  ي د شده توسط باکترين توليد پروتئ يتول

  .بودن مطالعه يا 
ن  يپروتئ  ي سازخالصمرحله    ي سازنهي بهدر مطالعه حال حاضر،  

و    Optical Density(OD)  ،IPTG  ي پارامترهام،  يپلاست يروم
، هاي باکترالقا    ي استفاده شد، برا   RSM  ي ط کشت از روش آماريمح
  IPTGمختلف    ي هاغلطت ب از  ينوترک  ي هان يپروتئد  يتول  منظوربه

ز شد،  بي استفاده  در    ي هاژن ان  يرا  از    ي هاغلظت مختلف  متفاوت 
IPTG   و    ۱،  ۵/۰  ي هاغلظت ن پژوهش از  يصورت گرفته است. در ا

  ساعت استفاده شد.  ۵  زمانمدتالقا در    ي برا   IPTG مولار   يليم  ۵/۱
القا استفاده شده    ي برا   مولاري ليمک  يقات از غلظت  يکه در اکثر تحق 

) پاسخ  ۳۵,۳۴بود  سطح  روش  از   .(RSM    مرکب طرح  قالب  در 
ان  يزان بيمستقل بر م  ي رهاي متغ  ينيبش يپ  ي ) برا CCD(  ي مرکز
روميپروتئ نت يپلاستي ن  و  استفاده  ا يم  که  يجه  شد  گونه    ن يبهترن 

 باشد ي م  مولاريليم   ۱با  برابر    نين پروتئ يا   انيب  ي برا   IPTGغلظت  
  آمد.  به دست   نيپروتئ   يمنحن  ريبا توجه به سطح ز  هيناح  نيکه ا 

نتا با  همراستا  د ي که  ا يج  در  بود.  همکاران  مطالعه  يگر  از    ي کين 
مختلف    ODم در سه  يپلاست ين روم يان پروتئيب مستقل ي رهايمتغ

شد که از روش   ينانومتر بررس  ۶۰۰  موجطول ) با  ۲/۱و    ۰/ ۸،  ۴/۰(
م  RSMپاسخ  سطح   ب ي بر  پروتئ يزان  روميان  استفاده  يپلاستين  م 



 ۱۴۰۲ آذر، ۹، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي 
 

٥٢٩  

ب يگرد و  شديد  تغ  ان  م  راتيي که    طور به  سميکروارگانيغلظت 
  (P<0.05) .داشته است   ر يتأث  ميپلاستيروم   انيب  زاني بر م  ي داريمعن

  ن يشتريب  انيسبب ب   سميکروارگاني از م  ۸/۰غلظت    ي حاو   ي هانمونه 
  م يپلاستي روم  انيب  زانيم   نيکمتر  نيهمچن   شده  ميپلاست ي روم  زانيم

ن  ي. همچنبوده است   سميکروارگانيم  ۴/۰غلظت    ي حاو  ي هانمونه در  
ا  از مح يما در  از روش    LB, TB, M9  ي هاکشت ط  ين مرحله  که 

پاسخ   مرکز  RSMسطح  مرکب  طرح  قالب  برا CCD(  ي در    ي ) 
م  يپلاستي ن روميان پروتئ يزان ب يمستقل بر م   ي رهاييمتغ  بيني پيش 

نمود و  ياستفاده  کشت يمح   نيبهترم  م،  يپلاستيروم  انيب  ي برا   ط 
  يمنحن  ر يبا توجه به سطح ز  ط کشت يمح  نيا   بود.  LBط کشت  يمح

و همکاران در سال    آمد.   به دست   ن يپروتئ زاده  در    ٢٠٢٠عبداالله 
آنز يتول  ي سازنه يبه  ي برا   ي امطالعه پکت يد  آماريم  روش  از    ي نار 
RSM   متغ  ز ين نمودند.  بررس  ي رهاياستفاده  ا   يمورد  روش  يبه  ن 

م فسفات بودند  يپتاس  ي د و ديوم کلرا يون، آمون ين، زمان انکوباسيپکت
استفاده قرار گرفتند.  ينه آنزيد بهيتول  ي که برا   يسازنه يبه م مورد 

(يپکت آنز  عنوانبه ن  پکتيالقا کننده  تولي م  آنزيناز)  بيد  را  از  يم  ش 
منبع    عنوانبهد (يوم کلرا ي گر، آمونيش داد. از طرف دير موارد، افزا يسا

تروژن  ي ناز در حضور نيد پکت يدر کاهش تول  يتروژن) نقش مهمين
دند که استفاده از روش  يجه رس ين نت يبه ا   هاآن داشت. در آخر    يآل

RSM   باًي تقرم را  يد آنز يبوده و تول   مؤثرم  يد آنزيتول  ي سازنه يبه  ي برا  
).  ۳۶رساند)(  ١٦/١٤  U/mgبه    ١/ ١٦  U/mgش داد (از  يبرابر افزا   ١٢

ابراهيهمچن سال    يمين  در  همکاران  و  ب ٢٠٢٢فرد  ژن  ي،  ان 
 يهابنام   E.coli  ييايستم باکتريه از سيدر سه سو  يناز انسانيانتروک

BL21  ،Shuffle T7    وNICO21  انواع غلظت ،IPTG   م  يان آنزيو ب
در قالب طرح    RSMمختلف از روش سطح پاسخ    ي ها  ODرا در  

زان  ي مستقل بر م ي رهاي متغ بينيپيش  ي ) برا CCD( ي مرکب مرکز
افتند که  يج دست  ي ن نتايناز استفاده نمودند و به ا ي م انتروکيان آنز يب

  ۶۰۰  موجطول در    ۲/۱برابر با    ODزان  يط ميشرا   ي دارا   ي نقطه مرکز
غلظت   سو  مولاري ليم  IPTG  ۷۲ /۰نانومتر،  نوع  باکتريو    ي ه 

ShuffleT7  در  ). که  ۲۴(  دي دگرمشاهدهم  يان آنزين بيشتريبود که ب
در    ۸/۰برابر با    ODزان  يط ميشرا   ي دارا   ي ن مطالعه نقطه مرکزيا 

غلظت    ۶۰۰  موجطول  مح  مولاريليم   IPTG  ۱نانومتر،  نوع  ط  يو 
  اميپکم حاصل شد.  يپلاستين روميشتر پروتئ يان ب يب   ي برا   LBکشت  

ن  يد پروتئيتول  ي سازنه يبهبه    ي ا مطالعهدر    ٢٠٢٠و همکاران در سال  
  يو تجرب  يمحاسبات  ي کردهايبا استفاده از رو   ياکلياشرشب در  ينوترک

 يسازنه يبه  ي هاروش معتقد بودند که کاربرد همه    هاآن پرداختند.  
ترت برا يبه  فاکتورها  ي ب  ب  ياتيح  ي همه  سطح  فرآ يدر  و  ند  يان 

ن  ي) که در ا ۳۷شود (ب  ين نوترکيپروتئ   ي منجر به بازده بالا  توانديم
ن روش  استفاده  ز  يمطالعه   ي محاسبات  ي ابزارها  عنوان به  RSMاز 

  يعوامل مبتن  ي سازنه يبهرگذار است که  يتاث  ي هايژگيومناسب از  

  ي نديفرآ  ي نه تمام فاکتورهايسطوح به   يين، شناسايبر ژن و پروتئ 
قادر   ي ا شرفته يپستم  ين سيجه چني. در نتکنديمل  يرا تسه  يانتخاب

پروتئ  ينيبش يپبه   اشرشيعملکرد  در  و  ينوترک   ياکلين  بوده  ب 
  . شتر کاهش خواهد داديرا ب يشگاهيشات آزمايآزما

ند  يت فرا يفي ک  يبه اتفاق همکاران، طراح ۲۰۲۲در سال   ي پور
با  هاآن قرار دادند.  يم را مورد بررسيپلاست يروم ي سازخالصپروسه 

ن/  يستينسبت س ون و ي ، زمان انکوباسpHپارامتر در نظر گرفتن سه 
ريستئ يس مرحله  در  دادند.    ي سازنهي بهفولد  ين  دست    هاآن انجام 
شتر بوده و  يب  ي ديسولف  ي وند دي ش پيافزا   ييايقل   pHافتند که در  ي

 ها آن ج  ي مثبت خواهد داشت. نتا  ري تأثن  يمجدد پروتئ   يتاخوردگ  ي رو
و زمان   ۰/ ۵ ن يستئيبه س  نيست ي، نسبت سpH=8 نگونه بود که بايا 

درصد    ۸۵ن به  يمجدد پروتئ   ي، بازده تاخوردگساعت   ۷۲  ون يانکوباس
برا  و  کروماتوگراف  هايناخالصحذف    ي رساندند  استفاده    HIC  ياز 

ا ي ). نتا۳۸نمودند ( از تولنگونه بود که  يج مطالعه ما  د و جدا  يپس 
  شدحل    DTTمولار و    ۸در اوره    ،ب ينوترک  ي هاي باکتراز   IB ي ساز

در حضور   سوربيآرژن  ي هايافزودنو  تري ن،  ر يتول،  شدند.  يس  فولد 
  ن يستئيس  بهن  يستيس  ۱و نسبت    pH  ۶در   Refolding نهي ج بهينتا
 patentرا بر اساس    ي سازخالص مولار حاصل شد.    يليم  DTT  ۱۰و  

Amgen  نيبا رز Sp sepharose    .و همکاران    ييزا هاشمانجام شد
 يسازخالص ن و  يان پروتئ يبا عنوان ب  ي ا مطالعه، در  ٢٠٢٣در سال  

ه  يآن با استفاده از شب ي د ترشحيل تول يه و تحل يم و تجزيپلاست يروم
  يتوال  هاآن ،  ياکلياشرش  ي د آن در باکتريگنال پپت ي س  ي و بررس  ي ساز

  ي برا نه و  يبه   BL21ه  يان در سو يب  ي م را برا يپلاستيروم  ي دي نوکلئوت
تحليتجز و  سيه  اثر  پپت ي ل  پلاسم   pelBد  يگنال  -pET  ي دهاياز 

22b(+)    وpET-15b    استفاده) پلاسم  ).۳۹نمودند  مورد  يکه  د 
ا  نوع  ياستفاده  از  ا   pET9aن مطالعه  وکتور دارا ياست.  مارکر    ي ن 

از پلاسم   باشدي م  T7  ن و پروموتر يسيکاناما  يانتخاب   ي گريد د يکه 
 استفاده شد.  

سال    پوري رضو در  همکاران  در  ۲۰۲۲و  عنوان    ي ا مطالعه،  با 
،  BL21  يصنعت  ي در رشد باکتر  دروژناز يفورمات ده   مينقش مهار آنز 

بررس وبگاه    يکيمتابول   ي رهاي مس  يبا  در  شده   KEGGمستند 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)  دگاهي با د  
تول راندمان  اس  2CO  ديکاهش  نتا  يبررس  کيفرم  دياز    ج ينمودند. 

نسبت   ياکلياشرش  ي هاي باکترموتان    ،LB  طيمح   در  داد  نشان  هاآن
  M9  طيتفاوت در مح  نيبرخوردارند، که ا   ي شترياز رشد ب  BL21به  

  ن يشتريب  LBکشت    طيدر مح   ز يمطالعه ن  ني). در ا ۴۰بود (بارزتر  
به    ميپلاست ي روم  ن يپروتئ  انيب و    . ديدگرمشاهده   M9نسبت  رانا 

ن  ينگ پروتئي فولدير  يبه بررس  ي ا مطالعهدر    ۲۰۲۳همکاران در سال  
گروماتوگرافيپلاست يروم از  استفاده  با  ا   هاآن پرداختند.    يم  ن  يبه 
نه، حداکثر  يط به ينگ مجدد در شرا ي فولديافتند که ر يجه دست  ينت
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درصد در   ۷۳/۷۹ ± ۴/۳از  ش يدرصد و خلوص ب  ۵۷ ±  ۱/ ۵بازده را 
ن  ي). در ا ۴۱دهد (يم  گرادي سانتدرجه    ۱۵  ي در دما  ي برابر  ۲۵رقت  

 يسازخالص شتر و يبازده ب ي نگ برا ي فولديند ريز ما از فرآيمطالعه ن
 م.يبهتر استفاده نمود 

  
  ي ريگجهينت

ا  مطالعه  يدر  و    ژن   انيب  طيشرا   ي سازنه يبه و    نگي کلونن 
سو يپلاست ي روم  ي بادي پپت  ي سازخالص در  باکتر  BL21ه  يم    ي از 
،  ۸/۰م  يپلاستي ان روميب  ي برا   ODن  يصورت گرفت. بهتر  يا کلياشرش
م فراهم  يپلاست ي روم ي ان را برا ين بيشتريکه ب  IPTGن غلظت يبهتر

در    يط کشت مورد بررسين محيو بهتر   مولاري ليم  ۱نمود، غلظت  
محيا  مطالعه،  کشت  ين  همچن   LBط  برا يبود.  فرآ   ي ن  ند  يشروع 

نکه  يا   ليبه دلنگ صورت گرفت،  يفولديابتدا مرحله ر  ي سازخالص
صح يپروتئ نحو  به  از  ين  ادامه  در  گردد،  فولد  -sp  ي هاستون ح 

sepharose   مراحل    ي برا گرد  ي سازخالص اتمام  با  ياستفاده  د. 
اس  يب در مق ينوترک ي هان يپروتئ، يقاتين تحقيج چنياستفاده از نتا

  توانديمد خواهد شد که  ي )، توليد صنعتي اد (توليخلوص زع و با  يوس
خودکفا به  داروساز  ييمنجر  صنعت  از  ينوترک  ي در  شود.  ب 

به کنترل پلاکت در    تواني مم  يپلاست ي روم  ي دارو ينيبال  ي کاربردها
پلاکتيب اختلالات  به  مبتلا  نمود. همچن  يماران  پ ياشاره  شنهاد  ين 
 يهاروش از    حتماًب  ينوترک  ي هان يپروتئد انواع  ي تول  ي برا   گردديم
مح OD  ،IPTG  ي فاکتورها  ي برا   ي سازنه يبه سلول  ي،  و  ط کشت 
  زبان استفاده گردد.يم
  

  يتشکر و قدردان
فراهم نمودن   به خاطر نا ژن ي ا تيآر  ي دي تول يقاتي از شرکت تحق

ر و تشکر  ين مطالعه تقديزات مناسب جهت انجام ا يامکانات و تجه
  .گردديم

 
  يت ماليحما
ا  يآر  ي ديتول  يقاتيشرکت تحق  يت مالين مطالعه تحت حمايا 

  نا ژن انجام شده است.يت
  تعارض منافع

اعلام  ينو منافع  گونهچ يهکه    کنندي مسندگان  وجود    يتعارض 
  ندارد.

  يملاحظات اخلاق
  ندارد. يملاحظه اخلاق گونهچيهن مطالعه يا 
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Abstract 
Background & Aim: Romiplastim is a fusion protein that has the same function as thrombopoietin in 
the body and thereby, stimulates bone marrow to produce more platelets. Thrombopoietin is a hormone 
that controls the production of platelets. Romiplastim is used in the treatment of thrombocytopenia in 
patients with chronic immune thrombocytopenia (ITP) when other drugs like corticosteroids and 
immunoglobulins or splenectomy have not treated them. The aim of this study was cloning and 
optimization of gene expression conditions and purification of recombinant Romiplastim peptibody in 
Escherichia coli bacteria. 
Materials & Methods: In this practical study, the independent variables used included the amount of 
ODs (0.4, 0.8 and 1.2) at a wavelength of 600 nm, IPTG concentration (0.5, 1 and 1.5 mM) and the type 
of culture medium (LB, TB, M9). The Response Surface Methodology (RSM) was used in the form of 
central composite design with Design-Expert 12 software to predict independent variables on the amount 
of romiplastim production. 
Results: OD equal to 0.8, IPTG concentration equal to 1 mM and LB culture medium were optimized 
for the production of recombinant Romiplast peptibody. 
Conclusion: Since the optimal production of peptibody was desired, cloning and optimization of 
conditions of gene expression and purification of Romiplastim peptibody in BL21 strain of Escherichia 
coli bacteria were done with the most optimal conditions which were done by RSM. Also, for correct 
folding of the protein, the refolding step was used at the beginning of the purification. Medicinal proteins 
play an important role in modern molecular medicine treatments. 
Keywords: Cloning, Optimization, Peptibody, Purification, Romiplastim 
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