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Abstract 
Today, using genetic engineering, recombinant proteins can be produced in large volumes, desirable quality 
and low cost to meet the demands of different industries. The recombinant proteins can be expressed in 
various expression methods such as cell-free expression systems or prokaryotic or eukaryotic cells. 
Considering the advantages of using prokaryotic cells, one of the commonly used systems for the production 
of recombinant proteins is the cultivation of Escherichia coli (E. coli). The aim of the present study was to 
evaluate the expression of recombinant protein in E. coli and provide a suitable methods for achieving high 
cell density and maximal expression capability. Hence, by studying about 63 published articles in the field of 
genetic engineering, various expression systems were introduced for recombinant proteins production. In 
spite of many advantages and vast applications for this method of recombinant protein production, its use 
may include problems such as false folding, production of aggregated proteins and the absence of expression 
of soluble and active ones. Several approaches have been developed to increase the efficiency and solubility; 
change in the rate of synthesis of proteins, use of binding proteins, mutations in the target protein, 
simultaneous expression of molecular chaperones and optimization of culture conditions, are among different 
methods which is evaluated in this study. Virtual cloning has come into the context of developing more 
advanced software tools and databases and has been able to eliminate the limitations of recombinant 
expression of proteins in hosts with a different expression system.  
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 10 - شماره -38 بهار 1399

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 نویسنده مسئول:
دانشگاه  ن ،ینو هاییعلوم و فناور سیپردی، کروبیم یفناور ستیز گروه

 ، سمنان، ایران.سمنان
 aftalebi@semnan.ac.ir پست الکترونیکی:

 10/10/0931: دریافت تاریخ
 00/10/0933 تاریخ پذیرش:

  اشرشیاکلی یباکتردر  بینوترک یهاپروتئین تولیدبهبود 
 *یاحمدفرهاد طالب ،ییشکوفه رضا

 ، سمنان، ایران.دانشگاه سمنان ن ،ینو هاییعلوم و فناور سیپردی، کروبیم یفناور ستیز گروه

 چکیده
 به ییپاسخگو یبرا نییپا نهیهز و مطلوب تیفیک انبوه، حجم در توانند یم بینوترک یها نیپروتئ ک،یژنت یاستفاده از مهندس امروزه با
 از یعار یانیب یها ستمیس رینظ یمختلف یانیب یها روش در توانند یم بینوترک یها نیپروتئ. شوند دیتول مختلف عیصنا یها خواسته

 یهاستمیس از یکی ،یوتیپروکار یهاسلول از استفاده یایمزا به توجه با .شوند انیب یوکاروتی ای یوتیپروکار یهاسلول هیپا بر ای سلول
 انیتر بقیدق ی( است. هدف از مطالعه حاضر بررسE.coli) یاکلیشیاشر یباکتر از استفاده ب،ینوترک یهانیپروتئ دیتول یمتداول برا

 نهیشیب انیب تیقابل با و بالا یسلول تراکم با کشت به یابیدست یمناسب برا یکارهاو ارائه راه E. coli یباکتر در بینوترک نیپروتئ
 هاینیپروتئ دیتول یگوناگون برا یانیب هایستمیسمقاله چاپ شده در زمینه مهندسی ژنتیک،  39از این رو با مطالعه حدود  است.
-به تیحلال و یبازده شیافزا یبرا یمتعدد رویکردهای آنها بررسی شدند.بالاتر  انیب یبرا یعموم کارهایراهمعرفی و سپس  بینوترک

پروناچ زمانهم انیب هدف، نیپروتئ در ونیموتاس ،یاتصال یهانیپروتئ از استفاده ها،نیپروتئ سنتز سرعت رییتغ ؛است شده گرفته کار
توسعه  ی در بسترمجاز نگیکلوناند. این مطالعه ارزیابی شده هایی است که دراز جمله روش کشت طیشرا ی و بهینه سازیملکول یها

 یهاتیآمده و توانسته است به رفع محدود یشگاهیآزما یهابه کمک ابزار و آزمون تریغن یاطلاعات یهاگاهیو پا یزارفانرم یهاروش
 . منجر شود متفاوت یانیب ستمیبا س ییهازبانیدر م هانیپروتئ بینوترک انیب

های بیانی، پروتئین نوترکیب.ی، میزبان پروکاریوتی، تراریختگی، سیستممجاز نگیکلون :کلیدی هایواژه

 
 مقدمه

 ستمیهستند که در س ییهاها ماکرومولکولنیپروتئ
-یم فایا یمهم نقش زنده موجودات یکیکاتابول و یکیمتابول
 دیجد یدستاوردها 0309تا  0300 یهاسال یط کنند.
در حوزه  نیادیبن یتحولات به منجر یکیژنت هایهمطالع

 ابداع دیجد یهاشد. به مجموعه روش یمولکول یشناسستیز
-یم گفته کیژنت یمهندس ای بینوترک DNA یآورشده فن

-کلون ک،یژنت یمهندس کیتکن یهاتی. از جمله فعالشود
مورد  دیپپت کیتوان ژن یم روش نیکه با ااست ژن  یساز

 دیجد زبانیم کی ژنوم بهجدا کرد و  یعیطب زبانیرا از منظر 
 بینوترک دیژن هترولوگ، پپت نیا انیب جهیانتقال داد. در نت

 .دخواهد ش دیمورد نظر تول زبانیتوسط م

 یانیب یهاستمیس ب،ینوترک یهانیپروتئ دیمنظور تولبه
-یم را یانیب یهاستمیس. ردیگیم قرار استفاده مورد یمختلف

 کرد: یبنددسته ریصورت زتوان به
 ، Escherichia coliشامل: یوتیپروکار یانیب یهاستمی( س0

Bacillus subtilis، Acinetobacter calcoaceticus، 
Bacillus licheniformis، Staphylococcus aureus  و

 .یوتیپروکار یهاسلول ریسا
 یهاسلول از متشکلهای بیانی یوکاریوتی: سیستم( 0

 .(0) ها، حشرات، مخمرها و قارچاهانیپستانداران، گ
 یانیب ستمیس نیا در: سلول از یعار یانیب یهاستمی( س9

شود. یم هیته یشده و عصاره سلول بیتخرها سلول ابتدا
 انیبگردد و یم اضافه عصاره نیها به اسپس سوبسترا و نمک

 .(0) شودی( آغاز مmRNAبا اضافه کردن الگو ) نیپروتئ
10

برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله مروری
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

. از هستندهای فوق دارای مزایا و معایبی هریک از سیستم
 مدنظر دیبا یانیب ستمیس کی انتخاب در که یعوامل نیترمهم
 کلون دیکه با یژن یتوان به نوع و ساختار مولکولیم ردیگ قرار

-ییتوانا شده، دیتول نیپروتئ ییایمیش و یکیزیف ساختار شود،
 نیپروتئ دیتول یبرا نهیبه طیشرا و یانیب ستمیس یها

 را بینوترک یهانیپروتئ یطور کلبه. (9) کرد اشاره بینوترک

 انی(. ب0)جدول  کرد یبندمیتوان در سه دسته تقسیم
 نوع و نیپروتئ نوع به مختلف یانیب یهاستمیس در نیپروتئ

 .(4) است وابسته زین آن مصرف
 

 

 .بینوترک یهانیمختلف پروتئ یهاگروه .0جدول
 کاربرد یو کم یفیک طیشرا گروه

 شده استفاده ییهانیپروتئ ،ییرختشو یپودرها یبرا پازهایمانند پروتئازها و ل یصنعت یهامیآنز  متوسطارزان، خلوص  متیبازده بالا، ق 0
 دازیمانند گلوکز اکس ییهای، افزودنییغذا عیدر صنا

 داز،یکلسترول اکس رینظ، شوندیم استفاده in vivo یهاصیکه در تشخ ییهانیها، پروتئمیآنز خلوص بالا، بازده متوسط  0
 لازیآس G نیلیسیپن ای دروژنازیگلوکز ده

 بر یستیبا بینوترک نیپروتئ انیببالا،  تیفیک 9
 باشد FDA یهادستورالعمل اساس

 نیانسول ،یبافت نوژنیکننده پلاسمفاکتور فعال رینظ یانسان ییدارو یهانیپروتئ

   
 

 نهیدر زم ترشیسبب کسب اطلاعات ب یتکنولوژ شرفتیپ
 یهاگونه در ژنوم یسیرونو ندیفرآ و ساختار ،DNA یتوال

 DNA یاطلاعات یهاگاهیپا در هاداده نیا. است شده مختلف
 عملکرد که است ییهاژناز  یاریشده که شامل بس یآورجمع

 ابزار از استفاده با. است نشده کشف هنوز هاآن یکیولوژیب
 یسیرونو ندیفرآ و دیجد یهاژن توانیم کیوانفورماتیب نیآنلا
با استفاده از  دیجد یهاژن ییشناسا. کرد ییشناسا را هاآن

 نگیکلون عنوانبه DNA یاطلاعات گاهیپا لیو تحل هیتجز
 نگیکلون. شودیم شناخته( in silico cloning) یمجاز
 عملکرد و هاژن مورد در را یدیجد اطلاعات تنها نه یمجاز

 منجربه است ممکن بلکه دهد،یم ارائه هاآن یکیولوژیب
 .شود هاآن یهاتیفعال کشف و داروها ییشناسا

 یهاتئینورــپ دیتول هــک دیبرراــک تــهمیا هــبهــتوج اــب
 هــمطالع فدــه ،دــباش تهــشدا دــناتویــم بینوترک
 ریثأو ت بینوترک نیپروتئ انیب طیشرا یبررس منــض حاضر

کارآمد  یهاستمیشناخت س برآن و  انیعوامل مختلف بر ب
 دیتول زیاــس هــبهینبالاتر و  ناــبی به یابیجهت دست

 یطارـــشدر  E.coli یدر باکتر بینوترک تئینورــپ
 .ستا متمرکز شگاهیـــمایآز
 E.coli  در بینوترک یهانیپروتئ دیتول .1

-نیپروتئ دیدر تول E.coli یباکتر بیو معا ایزام. 1-1
 بینوترک یها

-یباکتر شیاشر رتوسط تئودو E.coli یباکتر 0111در سال 
به یگرم منف یالهیم یباکتر نیا. شد کشف یآلمان شناس
درجه  41تا  1 ییدما بازهدر  و یاریاخت یهوازیب صورت

درجه  90رشد آن در  یدما نهیشیکند. بیگراد رشد میسانت
 دیتول یبرا E. coli یهاتیمحدود رغمیعل. استگراد یسانت
مهم  یهانیپروتئ کنونتا یول ،بزرگ یهانیاز پروتئ یبرخ
مزایای . (1) اندشده دیتول زبانیم نیا یریبکارگبا  یاریبس

 یهانیپروتئ دیگر این باکتری میزبان عبارتند از: قابلیت بیان
 عیمضاعف شدن سر لیدلگوناگون، به یوتیوکاری و یوتیپروکار

و ارزان  هکشت ساد طیمح از یمندبهره با( قهیدق 91 حدود)
 نیپروتئ یجداساز جهت E.coli یهاسلول بیتخراست. 

 اکثر در آن ریتخم سازوکار نیچنهم. است ساده هدف
 یهاهیسو و یانیب نیناقل وجود افته،ی گسترش کشورها
 انیب ییکارا شیافزا سبب E.coliشده کارآمد در  یمهندس

 در. استشده صرفه به مقرون زین و انبوه حجم در نیپروتئ
 در  بیتوترک یهانیپروتئ دیمقابل، از جمله مشکلات تول

E.coli  یدهایپپتیپل یعیطب ییفضا ساختار رفتناز دست 
. استتازه سنتز شده یهارهیزنج یتاخوردگ ندیفرآ نیح بالغ

 جهینت در نیپروتئ یمولکول تراکم شیافزا مانند یعوامل
روند را  نیا یطیمح عوامل تغییرهایو  انیسطح ب شیافزا
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 کاهش برعلاوه ونیدست رفتن کنفورماس از. کنندیم عیتسر
 سطوح بودن معرض در لیدلبه ،یعملکرد یهانیسطح پروتئ

 نکلوژنیا غالب در را یدیپپتیپل یهاتوده شیافزا دروفوب،یه
 زبانیم نیا گری. از جمله مشکلات دشودیم منجر یباد

 نیچنو هم هانترونیا حذف ییاست که توانا نیا یوتیپروکار
 ون،یلاسیمت مانند یوتیوکاری ترجمه از پس تغییرها

 که ندارد، را یدیسولفید یوندهایپ لیتشک ون،یلاسیکوزیگل
  مربوطه در ناقل cDNAکردن  نیگزیبا جا توانیم بیترتبه
پس از  تغییرهایاعمال  یبرا مناسب زبانیم جستجویو 

عدم  گرید یرفع مشکلات فوق اقدام کرد. از سو یترجمه برا

و قادر نبودن  ایمن کاملطور به ستیدر ل E.coli هیحضور سو
 E.coli بیمعا گریاز د بینوترک نیدر ترشح پروتئ زبانیم نیا

 .شودیم محسوب

 عنوانبه E.coliمشکلات ذکر شده، هنوز  یوجود تمام با
 در. ردیگیم قرار استفاده مورد هاشیآزما اکثر در جیرا زبانیم

 دیدر تول جیرا یهازبانیم سهیاز مقا یاخلاصه 0 جدول
 خلاصه شده است. بینوترک نیپروتئ

 

 .(3) های نوترکیببرای تولید پروتئین گوناگونهای بیانی سیستم .0جدول
 زبانیم 

  E. coli مخمر سلول حشرات سلول پستانداران  تیخصوص
 عیسر اریبس عیسر آهسته آهسته سرعت رشد                 

 درصد 1تا  0 درصد 0 از شیب درصد 9حدود  درصد 0کمتر از  انیب یبازده
 کم اریبس کم ادیز ادیارزیبس کشت طیمح متیق

 ارآسانیبس آسان مشکل  مشکل اریبس روش کشت
 نییپا اریبس نییپا بالا بالا اریبس دیتول نهیهز

 متوسط خوب خوب یلیخ خوب اریبس نیتاخوردن پروتئ
 فیضع خوب خوب یلیخ خوب اریبس نیپروتئ ییکارا

 
 در بینوترک یهانیپروتئ انیدر ب مهم یهافاکتور. 1-2

E.coli 
در  بینوترک نیپروتئ یبالا انیبه ب یابیدستمنظور به

E.coliشده خلاصه 9 جدول در ثرؤم یاکارهاز راه ی، برخ 
 . (0). است

 . (0) بینوترک نیپروتئ بالاتر انیب یبرا یعموم یکارهاراه .9جدول 
 حیتوض راهبرد

 گذارد.یم ریتأث انیبر مقدار ب زبانیم هیسو زبانیم هیسو
 دارد. یفراوان ریدر بازده کل تأث زیناقل ن گرید اتیو خصوص تی. ماهابدییم شیناقل افزا یهاژن همراه با تعداد نسخه یهاتعداد نسخه استفاده  مورد ناقل نوع
 گذارد.یم ریتأث انیبر مقدار ب یانتخاب کیوتیبیآنت یانتخاب کیوتیبیآنت

 اثر دارد. انیپروموتر در ب میتنظ زانیدائم آن و م انیب ایبودن پروموتر، قابل القاء بودن  یقو ای فیضع پروموتر
 .استمهم  یسیرونو انیدهنده در پاو فاصله خاتمه یمدآکار یسیدهنده رونوخاتمه

 کند.یم یآن باز یداریرا در پا ینقش مهم 1' یدر انتها ژهیودوم به یترجمه نقش دارد و وجود ساختارها زانیدر م mRNA یداریپا mRNA یداریپا
گذار  ریتأث بوزومیدر دسترس بودن مکان اتصال ر زانیممکن است بر م mRNA 1' یدوم در انتها یو ساختارها بوزومیمحل اتصال ر ترجمه یهاگنالیس

 باشد.
 د.شویم انیبازده ب شیقطعه کدشونده باعث افزا یدر توال سمیهر ارگان یاصل یهااستفاده از کدون غالب یهاکدون

 کند.یم یآن باز یداریو پا نیدر تاخوردن پروتئ یدما نقش اساس دما
 دارند. انیب زانیدر م یسرعت رشد، منبع کربن و نوع فرمانتور نقش مهم ژن،یاکس زانیرشد، م طیشرا کشت طیکشت/ مح طیشرا

 د.شو نیپروتئ انیب شیو افزا یداریپا ت،یحلال شیتواند باعث افزایند مهستمحلول  اریکه بس ییدهایهدف به پپت نیاتصال پروتئ یادغام نیپروتئ
در ادامه مورد بحث مهمترین عوامل توضیحات کامل مربوط به 

 گیرد.قرار می
 
 یدیپلاسم نیناقل.  1-2-1
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 هیدر سو بینوترک نیپروتئ انیجهت ب یاریبس یانیب نیناقل
E.coli، عناصر  یریکارگو به یکیژنت یهایدستکار اعمال با

ترجمه،  ،یسیکه در رونو یکیمختلف کنترل کننده ژنت
. از جمله است شده یطراح ،است رگذاریثأت نیپروتئ یداریپا

 گرفته، قرار یبررس مورد ترشیب که یعوامل مولکول نیترمهم
 :(1) است لیذ موارد شامل

 اریبس یپروموترها که وجود نیا با ری؛پروموت یتوال تیماه 
 E.coli شوند،یم RNA یسطوح بالا یسیرونو سبب یقو

 عوامل واقع در. یستن هانیاز پروتئ یاریبس انیبه ب قادر
 ادامه در که دارد، وجود پروموتر قدرت جزبه یگرید رگذاریثأت

 .است شده ذکر
 یسیکارآمد رونو اتمام ی؛سیرونو دهندهخاتمه یتوال تیماه 

 یطوربه. است تیاهم حائز اریبسژن  انیب شیتحقق افزا یبرا
 تیو در نها mRNA یداریخاتمه دهنده سبب پا یکه توال

 .شودیم نیپروتئ انیمنجربه بالا رفتن سطح ب
 بوزومیقدرت مکان اتصال ر(RBS). 
 یعل ؛( در سلولیانینسخه ژن کلون شده )تعداد ناقل ب تعداد

 ناقل کی نسخه تعداد بودن بالا شهیهم عموم تصورات رغم
 انیب شیافزا برلیدل ،(pBR322 ۀبا تعداد نسخ اسی)ق یانیب

با  یانیب نیناقل اغلب. در حال حاضر یستن مطلوب نیپروتئ
در  یصورت تجاربه pUC ای pBR322 یهمانندساز ءمنشا

 میتنظ یتعداد نسخه برا رییتغ نیچندسترس هستند. هم
 .ردیگیقرار م یمورد بررس یتر موارددر کم نیپروتئ انیب

 زبانیم سلول در مطلوب نیپروتئ یریقرارگ هدف مکان. 
 یکدون مصرف. 
 تجمع در موثر عوامل نیترمهم از یکی ی؛نیپروتئ یتوال هیتجز 

. است نیپروتئ آن یانهیآم دیاس یتوال ینیپروتئ توده
 یداریپا یبررس جهت ینیآم یانتها ریثأت بار نینخست
 .شد انجام یورشاوزک الکساندر شگاهیآزما در نیپروتئ

 یکه حاو pBR322از ناقل  E.coli هیسو نیحامل اغلب
که  یلی. دلاشوندیم لیاست، تشک colE1 یهمانندساز ءمنشا

جهت استفاده از مشتقات ناقل فوق وجود دارد شامل شناخت 
 و یهمانندساز یهاسمیاز مکان ی، آگاهDNA یکامل توال

 نشانگر و پروموتر رینظ یمختلف عوامل. است سلول ریتکث
ژن گزارشگر،  نیچنو هم شودیم دهید نیناقل اکثر در یانتخاب

هدف در  نیو خاتمه دهنده که بسته به پروتئ یترشح گنالیس
 .(3)وکتورها حضور دارد  یبرخ

و تعداد  یداریپا حفظ یانیب ستمیثر در سؤاز عوامل م یکی
 شیافزا ،ناقل یهانسخه تعداد شی. افزااستناقل  یهانسخه

ژن  چهچنان رو نیا از. داشت خواهد دنبالرا به ژن انیسطح ب
، با بالا رفتن تعداد شودیم کنترل رپرسور کی توسط هدف
 یفاکتورها آن یپ در ورپرسور  یهامولکول ،ناقل یهانسخه

شود.  فراهم دیبا یترشیب دیپلاسم یدارنگه و یسازهمانند
 بهنسبت زبانیم سلول رشد سرعت طیشرا نیا یطاغلب 
 .(01) ابدییم کاهش ترکم نیناقل تعداد یحاو یهاسلول

 بالادست باز جفت 011 تا 01 در کمابیش پروموتر: پروموتر
 میتنظ ژن کی لهیوسبه که دارد حضور بوزومیر اتصال مکان
 E.coli یدیهگزا نوکلئوت ی. پروموترهاشودیم کنترل کننده

( -01 هیجفت باز )ناح 3( و -91 هیجفت باز )ناح 91 محل در
 نیبر ادارند. علاوه حضور یسیبالادست نقطه آغاز رونو

 وفاژهایگرم مثبت و باکتر یمشتق شده از باکتر یپروموترها
کارآمد  یانیناقل ب کی ازین حداقل قرار دارند. E.coliدر  زین

 RNAاتصال بالا به  لیبا م یقو یپروموتر یحضور توال
. استژن مطلوب گردد،  یسیرونو شیکه منتج به افزا مرازیپل
 تا باشد یقو( 0: از عبارتند کارآمد پروموتر کی یهایژگیو
 و نییپا ینشت انیب( 0. دهد شیافزا را مطلوب نیپروتئ انیب

 تحت نیپروتئ انیب که باشد داشته ییبالا یمیتنظ تیقابل
( 4. باشد فعال مختلف یهازبانیم در( 9. ردیگ قرار کنترل

 .(00) باشد صرفه به مقرون و ساده آن یالقا

که در سلول  ییهانیپروتئ دیتول یبرا پروموتر کارآمد میتنظ
  EcoRI میمثال آنز عنوانبه. است یهستند، ضرور رگذاریثأت

 Lon ژن انیاصلاح کننده و ب لازیعدم حضور مت طیشرا در
 قیعدم کنترل دق نیچن. همشودیم یسبب مرگ باکتر

 یسلول ریچرخه تکث نیاست پس از چند ممکن یانیب ستمیس
سرعت  شیافزا لیدلبه. شود هدف ژن یحاوسبب حذف ناقل 

 بیاز معا یکی نیناقل یداریفاقد ناقل، لذا ناپا زبانیرشد در م
. استبالا  اسیدر مق بینوترک نیکارآمد پروتئ انیب یبرا یاصل
 توانیم میتنظ قابل و یقو پروموتر یریکارگبه با جهینت در
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 بازه کی در که کرد کنترل یاگونهاز ژن هدف را به یسیرونو
 .شود انجام نیمع یزمان

که در  یقابل کنترل یهاپروموترکنترل: قابل یهاپروموتر
E. coli عبارتند از: پروموتر اپرون  شوند،یاستفاده مlac، 
پروموتر ژن  ،T5از فاژ  T5 پروموتر ،tacپروموتر  ،trpپروموتر 

 نی. اλ وفاژیاز باکتر PL پروموترو  T7 وفاژیاز باکتر 01
 میتنظها کنندهفعال ایها و مهارکننده از استفاده باپروموترها 

 یبرا میتنظ قابل دیکل کی توسطکه  ییها. مولکولشوندیم
 ،کنندیم تیها فعالژن یسیخاموش کردن رونو ایروشن 

 RNA میهولوآنز توسطپروموترها  نی. ادارند نام مهارکننده
شوند. فاکتور یم یانداز راه گما،یسبه فاکتور  متصل مرازیپل
سبب  مرازیپل RNAاست که با اتصال به  ینیپروتئ گمایس

 یپروموتر یتوال طرفبه شودویم میهولوآنز یریگشکل
 .(4)کند یم حرکت

 .است شده اشاره E. coli یاز پروموترها یبرخ به 4در جدول 
 

 .E. coli (00، 09)کار رفته در به یپروموترها .4جدول 
 بیمعا محاسن روش القاء پروموتر

Lac 
(lacUVS) 

القاء (، IPTG) ییایمیش
 یحرارت

وجود  ن،ییپا یالقاء در دما تیقابل ،یوجود دانش کاف
 از سطوح القاء ییهاهمحدود

ها، ستمیس رینسبت به سا نییپا انیب
 ینشت انیب

Trp ییایمیش (IAA ،)یگرسنگ 
 (پتوفانی)تر ییغذا

فراوان،  نیبالا، وجود ناقل انیسطح ب ،یوجود دانش کاف
 نییپا یانجام کشت در دما تیقابل

 ینشت انیب

Tac ییایمیش (IPTG ،) القاء
 یحرارت

بالا، دارا بودن  انیفراوان، ب نیوجود ناقل ،یوجود دانش کاف
 نییپا یالقاء در دما تیقابل

 ینشت انیب

PL یعدم انجام القاء کارآمد در دما بالا انیب ،یوجود دانش کاف یالقاء حرارت 
 القاء ناقص ن،ییپا

T7 ییایمیش (IPTG ) القاء
 یحرارت

فراوان، دارا  نیبالا، وجود ناقل اریبس انیب ،یوجود دانش کاف
 نییپا یالقاء در دما تیبودن قابل

به  دنیمشکل بودن رس ،ینشت انیب
 بالا یسلول تهیدانس

PhoA کشت طیمح تیمحدود نسبتاً بالا انیب ن،ییپا یالقاء در دماامکان  فسفات یگرسنگ 
Ara دارا بودن القاء/  ق،یدق میدارا بودن تنظ ،یوجود دانش کاف (نوزی)آراب ییایمیش

از سطوح القاء، امکان القاء در  یعیوس فیوجود ط ع،یمهار سر
 نییپا یدما

با  یکیبولتامحدود، مهار کا  نیناقل
 گلوکز

XapA یعدم وجود اطلاعات کاف نییپا یامکان القاء در دما مت،یقالقاءکننده ارزان (نی)گزانتوز ییایمیش 
Cad pH از سطوح القاء، القاءکننده ارزان یعیوس فیبالا، وجود ط انیب یدیاس-

 متیق
وجود  ،یعدم وجود اطلاعات کاف

 محدود نیناقل
RecA کیکسیدی)نال ییایمیش 

 (دیاس
 یعدم وجود اطلاعات کاف خاص زبانیبه م ازیبالا، عدم ن انیب

 

 جهت که است یستمیس نیتریقو pET یانیب ستمیس امروزه
 یانیب ستمیس نیا. شودیم گرفته کاربه بینوترک نیپروتئ انیب

که در  pET یهاناقل. است شده یطراح نواژن شرکت توسط
و همکاران شناخته شدند، ژن  ریتوسط استاد 0313سال 

 T7 وفاژیو ترجمه باکتر یسیرونو یهایهدف را توسط توال
-یپل RNA یریکارگ بهتوسط   ژن انیب لذاو  کندیم کنترل

با  T7 مرازیپل RNA می. آنزشودیم القاء زبانیدر م T7 مراز
 E.coli مرازیپل RNAتر از  عیهشت مرتبه سر ادیقدرت ز

-یم لیتشک گروه دو از ناقل نیا. دهدیرا انجام م یسیرونو

 ستاشده یهدف طراح ژن انیب جهت: یسیرونو ( ناقل0: شود
 ATGو کدون آغاز  بوزومیاتصال به ر گاهیجا از متشکل که

 بوزومیاتصال به ر گاهیجا یدارا: یاترجمه یهاناقل (0. هستند
 ناقل نی. اندهست T7فاژ  دیکپس نی، مربوط به پروتئثرؤم

 گاهی( را نسبت به جاORF) یچارچوب خواندن تیموقع
کند. علامت یم نییپسوند تع کی قیطر از BamHI نگیکلون

 یدارا بودن مبدأ همانندساز از یحاک دنبال اسم ناقل)+( به
F1 یآمپ کیوتیبیمقاومت به آنت یهاژن نیچنهم. دارد-
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 ناقل نیا یانتخاب یجمله نشانگرها از نیسیکاناما ایو  نیلیس
 .(04) است

از  JM109و  DH5α ،HB101 ،HMS174 یهاهیسو
 pET یانیب ستمیس یبرا یمناسب یهازبانیم E.coli  یباکتر

 T7 مرازیپل RNAمذکور فاقد ژن  یهاهیسو یهستند. تمام
به  ازیمطلوب ن نیپروتئ انیب یبرا pETهستند، لذا ناقل 

 RNAاز ژن  ینسخه کروموزوم کی یدارد که دارا یزبانیم
 از که است DE3 زوژنیل زبانینوع م نیباشد. ا T7 مرازیپل

 یتوال کیمذکور متشکل از  زبانی. مشودیم مشتق لامبدا فاژ
تحت کنترل پروموتر  T7 مرازیپل RNAو ژن  lac1ژن  واجد

lacUV5 پروموتر توسط  نیا هستند،کهIPTG شودیالقا م .
 intژن  جهی. در نتشودیم درج intذکر شده درون ژن  یتوال

 به تواندیم یبا استفاده از فاژ کمک DE3شده و  رفعالیغ
 یهازبانیم گرید از. شود خارج آن از ای و وارد کروموزوم درون

است که فاقد  BL21 بینوترک نیپروتئ انیدر ب جیرا
 از نوع دو نواژن شرکت. است ompTو  lon یپروتئازها
-بهکه  B834 نوع( 0: است داده ارائه را زبانیم نیا مشتقات

 با را مطلوب نیپروتئ توانیم نیونیمت دیتول ییتوانا عدم لیدل
نشاندار  Selenomethionine ای S-methionine یریکارگبه

 بالا سبب ،recAعدم حضور  لیدلبهکه  BLR(نوع 0. نمود
 .(01) شودیم یناقل مونومر یبازده بردن

از  یریکارگبه ،pET یانیب ستمیس یایو مزا تیاهم رغمیعل
 طیدر شرا مطلوب نیپروتئ ینشت انیب لیاز قب یبیآن معا

 با لذا. (04) دارد همراهبه را یبادنکلوژنیا جادیاو  ییرالقایغ
و  T7/lacO یبیترک یپروموترهاواجد  یهاناقل از یریکارگبه

 ستمیس نیبر مشکلات ا توانیم ،lacIکدکننده رپرسور  یتوال
 T7دست پروموتر نییدر پا lacاپراتور  یشد. توال رهیچ یانیب

و  T7/lacO یپروموترها یریگ. جهتشودیم یگذاریجا
LacI نسخه از نیچنهمباشد. یم گریدکی جهت مخالف-
 زیو ن زبانیواقع در کروموزوم م lacUV5پروموتر  یبردار
 T7 مرازیپل RNAناقل، توسط  T7/lacOاز پروموتر  یسیرونو

 .(03) شودیممانعت م Lacتوسط رپروسور 
 یادغام یهانی. پروتئ1-2-2

 گونهبه بینوترک یهانیانبوه پروتئ دیتول گذشته یهادر سال
 گسترش دارو صنعت در یدیپپت یهاتوپیاپ اشده ب بیترک

 خلوص درجهها برچسب نیاز ا یریکارگبهاست.  افتهی
 استفاده تیاهم لذا. دهدیم شیافزا را بینوترک یهانیپروتئ

 صی( تخل0: است شده ذکر ادامه در یادغام یهانیپروتئ از
( 0 ،یجذب یکروماتوگراف از استفاده با نیپروتئ عیسر و آسان

-یم ریثتأرا تحت  نیپروتئ یستیز تیو فعال ارساخت ندرتبه
 به یابیدست جهت یو اختصاص آسان( حذف 9، گذارد
 بینوترک نیپروتئ دقتباساده و  سنجش( 4 ،یاصل نیپروتئ

از  یعیوس فیاستفاده در ط ییتوانا( 1و  صیتخل یط
 ها.نیپروتئ

-Poly-Arg- ،FLAG ،C-myc ،Poly یدیپپت یهادنباله
His-  وS-tag گرفته شده  کاربه یهابرچسب نیترجیرا
خاص  یبافر طیشرا در هادنبالهاز  کیهر  صیتخلند. هست

 ارکوچک بر ساخت یادغام یهانیپروتئ اثر. ردیگیم صورت
 و تیبه موقع بینوترک نیپروتئ یستیز تیو فعال یبعدسه
 یهانیپروتئ چه اگر. است وابستهها آن یانهیدآمیاس بیترک

-یم گرفته کاربه نیپروتئ تیبالا بردن حلال جهت زیبزرگ ن
 سبب نیبه پروتئ نیوردوکسیت اتصال نمونه ی. براشوند

انکلوژن  لیو ممانعت از تشک آن شدن حل تیقابل شیافزا
 A نی. پروتئشودیم لولس توپلاسمیدر س یباد

 یتاخوردگ ارتقا سبب تیحلال شیافزا با لوکوکوسیاستاف
راهنما در  دیپپت از استفاده با نیچنهم و شدههدف  نیپروتئ

-یم سلول از خارج به هدف نیپروتئترشح  سبب نیپروتئ نیا
 به هدف نیپروتئ ارسال یبرا نیوردوکسیبر ت. علاوهشود
 وجودنیشود. با ایاستفاده م DsbA از پلاسمیپر یفضا

 یهادنباله نیا یبادیآنت دیتول ایو  ستالیجهت ساخت کر
 . (01, 00)شوند  حذف دیبا یدیپپت

 یو عملکرد یمیش ستیز یهایژگیو بهبسته رو نیا از
 همم اریبس وژنیف ستمیس نیترمناسبهدف انتخاب  نیپروتئ

 یمعرف یدیپپت یهادنباله نینوع پرکاربرد ا 0 ادامه دراست. 
 .شودیم

-محکم نیدیستیه(: His-tag) نیدیستیهیبرچسب پل
-یم جادیا یفلز ونیشده با  تیتثب یرا با بسترها وندیپ نیتر

 یکروماتوگراف یریکارگاز موارد با به یاریدر بس لذاکند. 
 صیتخل و دیتول به قادر( IMACشده ) تیفلز تثب یلیتما

 دازولیمیحلقه ا ی. روشد خواهندهدف  یهانیپروتئ
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به که دارند وجود یادهندهالکترون یهاگروه ن،یدیتیهس
-یم جادیا نانسیکورد یوندهایپ یفلز یهاونیکات با سرعت

 یشستشو از پس نیدیستیه-یپل یدارا یهانی. پروتئکنند
 افزودن ایبافر ستون  pH کنترل از استفادهبستر و با 

-یبرچسب پل طولشوند. یم جدا یآسانبه دازولیمیا
 ستمیس نیا صیتخل یبازده بر تیحلال ستمیو س نیدیستیه
 لیدلبه دازولیمیا یریکارگبه تیمحدود. است رگذاریثأت
 یآن در بررس یرگذاریثأت زیو ن ینیپروتئ توده جادیا

. استهدف  نیپروتئ یرقابت هایهو مطالع یستالوگرافیکر
 به N– ای C– انهیبه پا نیدیستیه -یپل یهااتصال برچسب

ها ر برچسباث با رابطه دارد. در یبستگ بینوترک نینوع پروتئ
 طول لیدلبه که کرد ذکر دیبا نیپروتئ یستیز تیفعال یبر رو
 تیفعال برندرت به هابرچسب نیا بار زیناچ مقدار و کوتاه
 (.03هستند ) ثرؤم نیپروتئ

S-tag :یتوال S-tag نهیآم دیاس 01 با یدیپپت دنباله کی 
 4متشکل از  یانهیآم دیاس بیترک لیدلبه کهاست 

 یقطب نهیدآمیاس 9 ،یونیآن نهیدآمیاس 9 ،یونیکات نهیدآمیاس
-S. داردحل شدن  تیقابل یرقطبیغ نهیدآمیاس 1بدون بار و 

tag کیبونوکلئولتیر تیفعال مجدد یریگشکل هیبر پا 
 یحاو یبسترها بادار برچسب یهانی. پروتئشودیم دهیسنج

S- خارج کردن  جهت و کنندیم جادیا اتصال نیپروتئ
 یدارا S-tag. است ازین =0pHبا  یبه بافر هدف نیپروتئ

 یهااز سلول بینوترک یهانیپروتئ صیتخل تیقابل
 یاحشره یهاها و سلولیباکتر یعصاره سلول ،پستاندارن

 معمول طوربه ستمیس نیا. است روسیآلوده شده با باکولوو
 .(01،00) شودیم استفادهدوم  یادغام برچسبعنوان به

 سلول در نی. مکان پروتئ1-2-3
 انیب یهاتیاز محدود یکی :یتوپلاسمیس انیب
 ازی. لذا ناست هایبادنکلوژنیا لیتشک نیپروتئ یتوپلاسمیس

آن کاهش  جهیو در نت نیدوباره تاخوردن پروتئ ندیبه فرآ
 نیپروتئ ایکه آنیا از نانیو عدم اطم نیپروتئ دیتول یبازده

حال  در. دارد دنبالخود را حفظ کرده، به یستیز تیفعال
 منجربه که ییایمیو ش یکیزیعوامل مختلف ف یحاضر تمام

 یبررس. است نشده شناخته گردد،یم یبادنکلوژنیا لیتشک
در  تواندیم پارامتر 3است که  کرده انیب نیپروتئ 10 یآمار
( 0( معدل بار، 0: باشند داشته نقش یبادنکلوژنیا لیتشک

 یها( بخش9چرخش،  دهنده لیتشک یرواحدهایتعداد ز
( 3و  زیآبگر یها( بخش1، ینیستئیس یها( بخش4، ینیپرول

 موثرتر اول پارامتر دو واقع در. نهیآم یدهایتعداد کل اس
 جادیکاهش ا یبرا ییهاحل. بر این اساس راه(00،00) ندهست

که عبارتند  شده جادیا نیتاخوردن پروتئ ارتقاو  یبادنکلوژنیا
 ییایباکتر یهاهیسو نشیگزتر، نییپا یدر دما یرشد باکتر از:

، نهیآم یدهایاس ینیگزیپرون، جااچ همراهبه انیب مناسب،
 انیب صورتبه ای یادغام E.coli نیوردوکسیت از یمندبهره
در  یاسترس اسمز طیشرا در یهاسلول القاء ایرشد  ،زمانهم

 یحاو طیدر مح رشد ن،یبتائ لیسیو گل تولیحضور سورب
از  یریکارگبهو  مناسب pH مینظت زه،یرمتابولیغ یقندها

 .(09،04) ردوکتاز نیوردوکسیفاقد ت یهاهیسو

 زین ایمزا یدارا یبادنکلوژنیا جادیا هاتیمحدود تمام وجود با
 شده است. ذکر 1که در جدول  است

 

 .E. coli(01)   یمختلف باکتر یهامکاندر  نیپروتئ انیو محاسن ب ایمزا .1جدول 
 :یتوپلاسمیس انیب

 کارراه بیمعا ایمزا
 با هانیپروتئ کیتفک ،یبادنکلوژنیا جادیا

 نیپروتئ حفظ، خلوص و غلظت شیافزا
 یریگ کاربه ،هدف در برابر پروتئازها

-نیئپروت انیبتر، ساده یانیب یهاستمیس
 یسم زبانیم یفعال برا شکلکه در  ییها

 هستند.
 

به  ملزم ن،یپروتئ تیحلال عدم ،یبادنکلوژنیا جادیا
عدم  ،یستیز تیفعال حفظ یبرا نیمجدد پروتئ یگتاخورد

، کاهش مجدد یگپس از تاخورد یستیز تیفعال حفظ
 ها.نهیهز رفتن بالاو  محصول یینها دیتول
 

 ،ییسرما یپروموتورها از استفاده ،ترنییپا یرشد در دما
 انیب ،هاپروناچ انیب ،گریمناسب د یهاهیاستفاده از سو

 فاقد یهاهیسو یریکارگبه ،یصورت ادغامهدف به نیپروتئ
 نیسیو گل تولیسورب کردن اضافه ،ردوکتاز نیوردوکسیت

در  نوزیسوکروز و راف از یمندبهره ،pH میتنظ ن،یبتائ
 شدهیغن یهاطیمح  یریکارگبه کشت، طیمح

 ییایاح لیدلبه یدیسولفید یوندهایپ جادیا ییتواناعدم  
 توپلاسمیس یفضابودن 

 توپلاسمیدر س Dsb یهانیپروت انیب

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                             8 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


17

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

 دازینوپپتیآم نیتونیم انیب -N انهیدر پا نیتونیم وجود 
برش  گاهیدر جا جهش ،پروتئاز فاقد یهاهیاستفاده از سو بینوترک نیپروتئ زیپروتئول 

 یمهندس ،یادغام یهانیاز پروتئ یمندبهره ،پروتئازها
 طیشرا بهبود ن،یپروتئ یتیسیدروفوبیکردن ه

-پروناچ انیب ،T4فاژ  pinزمان ژن هم انیب ون،یفرمانتاس
 نسخه از ژن هدف نیکردن چند وزیف ،ها

 ینیبشیپ یبیترک لیم با ییهابرچسب با نیپروتئ انیب یساز خالص ندیتر شدن فرآدهیچیپ 
 شده

   :یپلاسمیپر انیب
 کارراه :بیمعا :ایمزا
 غلظت کاهش لیدلبه ترساده صیتخل

 ن،یپروتئ زیپروتئول شدن مک دف،هنیپروتئ
و  یدیسولفید یوندهایپ لیتشک ارتقا

از  نیتونیحذف م ن،یپروتئ یتاخوردگ
 -N انهیپا

ساختار  رییتغ تر،مناسب یراهنما یدهایپپت یریکارگبه راهنما دیدر حضور پپت نیعدم انتقال مؤثر پروتئ
 جهش جادیا قیراهنما از طر دیپپت

 دازیپپت گنالیس زمانهم انیب هدف نیپروتئ -N انهیراهنما از پا دیعدم برش پپت 
 ،prlFموتان  یهاهیسو یریگ کاربه ،prlFزمان هم انیب نیانتقال پروتئ ریاشباع مس 

 انیو ب Sec یهاژن انیب ،SecEو  prlAزمان هم انیب
pspA 

 دیسولفید نیپروتئ انیب نه،یآم یدهایاس ینیگزیجا هانیکاهش تاخوردن پروتئ 
 ها پروناچ انیب زومراز،یا

سوکروز و  یحاو کشت طیمح ،ترنییپا یرشد در دما یبادینکلوژیا جادیا 
 نوزیراف

 :یدر غشاء داخل انیب
 .شودیم استفاده یمیآنز تیفعال یبررس ،یفارماکولوژ یهاقیتحقروش در  نیباشد. ایانبوه مناسب نم صورتبه نیپروتئ انیب جهت ستمیس نیا

 :یخارج سلول انیب
 کارراه :بیمعا :ایمزا

 ،ترساده یساز خالص ز،یپروتئول کاهش
 -N انهیپا جادیا ،هانیتا خوردن پروتئ ارتقا

 حیصح صورتبه

-هم انیب ،هستند یترشح ذاتاکه  ییهانیپروتئ با وندیپ ها به خارج سلولنیترشح پروتئ یمدکارآ کاهش
از  یمندبهره ،غشاء یرینفوذپذ شیافزا یبرا kilزمان ژن 

کننده رها نیپروتئ انیب ،ompA یراهنما یتوال
 یحاو طیمح در رشد ن،یسیگل از یمندبهره ن،یوسیباکتر

 یادغام یهانیپروتئ یریگ کاربه ، نیسیگل
 صیتخل ندیفرآ یدگیچیپو  نیغلظت پروتئ کاهش 

 نیپروتئ
-بهره ،یبیترک لیم یکروماتوگراف ن،یپروتئ غلظت شیافزا
 جاذب یبسترها از یمند

 در سطح سلول: انیب
 کاربه نیپروتئ -نیکنش پروتئبرهم یبررس ،یستیز یهاکننده زیها، غربان کردن داروها، کاتالواکسن گسترش جهتباشد. یانبوه مناسب نم صورتبه نیپروتئ انیب جهت

 .شودیمگرفته 
 

طور بهکه  یبیان سیتوپلاسمی یک ژن توسط کدون آغازگر
. شودیم یاندازراه کند،یمرا کد  نیونیمت نهیدآمیاس یعموم
 جادیا نیپروتئ ساختار بر یریثأت یآغاز نیونیمت حضور اغلب

 یاضاف نهیدآمیاس نیا ماندنیباق خاص موارد در اما کند،ینم
 عنوانبه. گذاردیم یجابه یمنف آثار ینیپروتئ رهیزنج در

از خانواده  ی)عضو RANTESدر  یاضاف نیونیمت نمونه

 نیا یکیولوژیزیف تیرفتن فعال نیاز ب سببها(، نیتوکیسا
سبب  یآغاز نیونیحضور مت نیبر ا. علاوهگرددیممولکول 

 در یمنف جهینت سبب زیو ن نیهموگلوب ییساختار فضا رییتغ
 یمندبهره با. شودیم ییدارو یهانیپروتئ کیمونولوژیا یژگیو
 یآغاز نیتونیم توانیم دازینوپپتیآم نیونیمت زمانهم دیتول از
 .(01)هدف حذف کرد  نیاز پروتئ را ماندهیباق
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 ینیپروتئ هی. تجز1-2-4
 که است یاریبس یپروتئاز یهامیآنز یحاو E.coli یباکتر

 یراختصاصیو غ یاختصاص صورتبه زیپروتئول ندیفرآ میتنظ با
مثال،  ی. براکنندیم فایا سلول یولوژیزیف در یثرؤم نقش

 حذفکه  است یپروتئاز اختصاص ،I دازیپپت گنالیس میآنز
شده به  دادهانتقال  یهانیپروتئ ینیآم یراهنما از انتها دیپپت

 زیپروتئول ندیفرآ نیبر اعلاوه. دارد عهدهبر را سلول خارج
توسط  زین SOS یطیمح طیدر پاسخ به شرا یاختصاص
RecA شودیم دهید . 

متفاوت  رشد طیشرا طبق یراختصاصیغ زیپروتئول ندیفرآ
 ایو  یعیرطبیغ یهانیطور معمول پروتئبه، نمونه یاست. برا

، اندداده دست از را خود حیصح یتاخوردگ که ییهانیپروتئ
 کهنیا رغمیعلشوند. یم هیتجزمختلف رشد  طیدر شرا

 شیافزا ییکمبود مواد غذا هیاول مراحل یط نیپروتئ بیتخر
 شدت ییتداوم کمبود مواد غذا طیشرادر  جیتدربه، اما ابدییم

 در ،Clpپروتئاز  تیفعال نهیشیبمثال  یبرا. ابدییم کاهشآن 
شده  مشاهده سکون فاز یابتدا و یتصاعد رشد فاز یانتها

 .(03،00)است 

Tobias  جهت به حداقل رساندن پروتئولیز  (01)و همکاران
کردند.  انیبرا « N یانتها»به نام  یقانون E. coliدر باکتری 

 یکیمتابول یداریپا میمستق رابطه از یحاک قانون نیا واقع در
 با مثال یبرا. است ینیآم یانتها نهیآم یدهایاس با نیپروتئ

 و ن،ی، لوسنی، آرژننیزیل پتوفان،یتر نهیآم یدهایاس افزودن
عمر آن  مهین شیآزما مورد نیپروتئ ینیآم یانتها در نیروزیت

 نهیآم یدهایاس گریدکه یصورت. درابدییم شیافزا قهیدق 0
. ندیافزایم نیعمر پروتئ مهیبه ن قهیدق 01 نیجز پرولبه

 نیونیاز مت پسکوتاه  یجانب رهیبا زنج نهیآم یدهایاس حضور
 سرعت دازیپپت نویآم نیتونیم قیطر از را آنحذف  یآغاز

در  نیلوس یریگیجا، حاضر هایهمطالع طبق. بخشدیم
 نیپروتئ یداریناپا سبب( نیتونیدوم )بعد از حذف م تیموقع

 یدر انتها نیزیلا نهیدآمیاس حضور گرید. عامل مهم دشویم
 با نیزیلا نهیدآمیاس. دارد نقش زیپروتئول دراست که  ینیآم

 نیپروتئ هیتجز منجربه نیتیکویوبی یمالت رهیزنج به اتصال
-یمها وتیوکاریدر  نیتیکویوبیبه  وابسته یپروتئازها توسط
 دیاس نوع انیرابطه م PEST هیطبق نظر نیچنهم. گردد

 زیآنال اساسشده است. بر  مطرح نیپروتئ یداریو ناپا نهیآم
 ن،یسر ن،یترئون نهیآم یدهایاز اس یغن ینواح ،یکیوانفورماتیب

 یخاص نهیآم یدهایاس لهیوسبهکه  نیو پرول دیاس کیگلوتام
 شیباعث افزا PESTشدن  لهیفسفور لیدلبهاند شدهاحاطه 

 توسط زیپروتئول ندیفرآ شیافزا جهینت درو  میاتصال کلس
 .(03) گرددیم میوابسته به کلس یپروتئازها

( 0: شودیم ارائه ها نیپروتئ هیتجز کاهش جهت یهاحلراه
 خارجترشح به  ایو  پلاسمیپر یهدف به فضا نیپروتئ انتقال
( رشد سلول 9فاقد پروتئاز،  یهاهیسو یریگ کاربه( 0، سلول

 اتصال( 1 ،یادغام یهانیپروتئ انیب( 4 ن،ییپا یدر دما
-نپروازمان چهم دی( تول3، مطلوباز ژن  یکپ نیچند یمتوال
 گرفتن قرار( T4 ،1 وفاژیباکتر pinزمان ژن هم انی( ب0ها، 
حذف  جهتخاص  نهیآم یدهایبا اس نهیآم یدهایاس یبرخ

 نیپروتئ یتیسیدروفوبیه بهبود( 3مکان برش پروتئازها، 
 . (91)و  (9) ونیفرمانتاس طیشرا کردن نهی( به01و  بینوترک
-یپر یهاپروتئاز تعداد بودن کم علتبه E.coliسلول  در

 یفضا در زیپروتئول ندیفرآ لذا توپلاسمیبه سنسبت پلاسم
 نمونه یبرا .دهدیم رخ توپلاسمیس از ترکم پلاسمیپر

مرتبه  01در حدود  پلاسمیبه پر افتهی انتقال نیپروانسول
 انیب توپلاسمیدر س نیپروتئ آناست که  یاز زمان دارتریپا
-یپر یدر فضا کیتیپروتئول تیفعال وجود رغمیعلشود. یم

 یترموفق راهکار سلول از خارجبه  نیپلاسم، ترشح پروتئ
 بینوترک نیپروتئترشح  یفناور. متأسفانه درحال حاضر است

 .(90) نکرده است دایپ گسترش E.coli یباکتر لهیوسبه

 زا،تنش طیشرا به پاسخ یط یحرارت شوک یهانیپروتئ القاء
 گرید یو پروتئازها Laپروتئاز  دیو تول Lonژن  انیسبب ب

 خواهد همراهبه را نیپروتئ هیتجز شیافزا نیبنابرا شود،یم
 گاهیفاقد جا یهاهیاز سو یمندبهره مشکل نیا حل. راهداشت

 RNA ی23σ رواحدیکننده ز کد، rpoH. ژن است rpoH یژن
 E. coli یباکتر زیپروتئول ندیفرآ جادیکه در ا است مرازیپل
 از بینوترک نیپروتئ انیب یبرا اغلبکند. ینفش م یفایا

 جهش هاآن Clp Laو  rpoHژن  یکه در توال ییهاهیسو
 عدمکه  شد متذکّر دیبا یول. شودیم استفاده شده، جادیا

 ریغ ینیپروتئ یهاتوده شیافزا جهینت در وپروتئازها  وجود
 .ُ(90) دیافزایرا م زبانیدر م تیسم جادیا ،یعیطب
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و  نیپروتئ نادرست یگکاهش تاخورد یهاحل. راه1-3
 یبادنکلوژنیا لیتشک از ممانعت

 ها پروناچ یریکارگبه. 1-3-1
 نادرست یتاخوردگ ب،ینوترک یهانیپروتئ از یاریبس انیب در

 انیب بخش حاتیتوض طبق. شودیم مشاهده نیپروتئ
 یباد انکلوژن جادیا کاهش جهت کارراه چند یتوپلاسمیس

 هنگام زود اتمام ای و یطیمح تنش طیشرا تحت. شد ارائه
 جادیا و نیپروتئ ییفضا ساختار رفتن دست از به منتج ترجمه

از  یمندبهره با مشکلات نیا. شودیم یباد نکلوژنیا
 نیتازدن مجدد پروتئ یبرا سلولشده محافظت یهاسمیمکان

 یهاپرونا. چاستشدن  حل قابل نیپروتئ تیحلال شیو افزا
. هستند نیتازننده پروتئ یهاموجود در سلول واسطه یمولکول

 اریبسپروتئوم  یداریو پا تیفیک حفظ در هاپروناچ نیچنهم
 .(91) ندهست رگذاریثأت

 یطیها در سلول، در شرانیپروناچ یشگیهم انیب رغمیعل
 افزودهها آن انیب استرس طیشرا در ای ییشوک گرما رینظ
 ایو  یاسترس یهانیرا به پروتئ هاآن لیدل نیهم ه. بشودیم

کنند یم یبندمیتقس( Hsps) ییشوک گرما یهانیپروتئ
 بخش 9ها به عمل آن سمیمکان طبقها را پرونینا. چ(99)

 GroEL از متشکل 0تازننده یهاپروناچکنند. یم یبندطبقه
. کنندیم تیفعال ATPاز  یمندبهرههستند که با  DnaK و
 مهین یهانیکه پروتئ IbpB رینظ 0دارندهنگه یهاپروناچ

-یسطح خود نگه م بر زاتنش طیشرا شدن کم تاتاخورده را 
 که ClpB مانند 9کننده هیتجز یاهنپروادسته سوم چ و دارند

 ینیپروتئ یهاتوده تجمع از مانع سخت استرس طیشرا در
 .شودیم

-DnaK یپروناچ یهاستمیس E. coli توپلاسمیدر س
DnaJ-GrpE ،GroEL-GroES  وTrigger Factor  در

 ینیپروتئ TF. (94،91)ها نقش دارند نیپروتئ مجددتاخوردن 
د. شویم متصل بوزومیر دیخروج پپت گاهیجااست که به 

DnaK تازه ساخته شده را  یهانیممکن است پروتئ
                                                           
1 Folding Chaperones 
2 Holding Chaperones 
 

ها در دارندهنگهبا کمک  GroELو  DnaK. ردیدربرگ
 Hsp. (93)ها نقش دارند نیپروتئ حیصح یتاخوردگ

 که Hsp33مطالعه شده است.  ترشیب که است یانگهدارنده
 کیکشف شد، در حالت تعادل  یحرارت یالقا طیدر شرا

 ژنیکه سلول در معرض اکس ی. زماناست شده اءیمونومر اح
 یمولکول درون یدیسولف ید وندیپ لیتشک رد،یگ قرار فعال
 شودیم مریاد ییفضا ساختار با فعال پروناچ جادیا سبب

(90). 

 لهیوسبه ینیپروتئ یهاتوده کردن پراکنده با E.coli یباکتر
ClpB است سخت استرس طیشرا با ابلهقادر به مق .ClpB 

و  ClpA ،ClpXاست که شامل  Hsp100از خانواده  یعضو
ClpY نیپروتئ هیتجزدر  هاپروناچ نیا هیاول. نقش است 

 3A1 دروژنازیده دیئآلد نیپروتئ انیمثال ب یبرا .(91) است
(ALDH3A1قرن  )یدر باکتر یانسان هی E. coli، لیدلبه 

 مواجه مشکل با نیپروتئ نیا نییو درجه خلوص پا تیحلال
 نیپروتئ ان،یب سطح شیو افزا تیبهبود حلال ی. لذا براشودیم

ادغام شده و  ینیدیستیدنباله ه 3با  ALDH3A1 بینوترک
 یمولکول یهاپروناچ از گروه دو با زمانهم صورتبه

GroES/GroEL  وDnaK/DnaJ/GrpE شده است. در  انیب
به فرم  ALDH3A1 بینوترک نیپروتئ ریگمقدار چشم تینها

 .(93) است شده دیتول E. coliمحلول و فعال در 

 دیتول سرعت کاهش. 1-3-2
 جادیا یبرا یمناسبفرصت  نیپروتئ دیسرعت تول کاهش
 نیترنیموثر از. کندیفراهم م نیپروتئ حیصح یتاخوردگ

 ونیانکوباس یدما کاهش ن،یپروتئ دیتول کاهش یهاروش
 شود،یم نیسبب کاهش تجمع پروتئ نییپا یدما .(41) است

-کنشبرهم به دما یوابستگ لیدلبه بالاتر حرارت درجه در که
 زبانیم که. زمانی(40،40) است تیحائز اهم یدروفوبیه یها
 نیپروتئ انیب است، مواجه یباد انکلوژن لیتشک مشکل با

 گرادیسانت درجه 01-01 ییدما محدوده در دیبا بینوترک
درجه  4 یموفق را در دما انیب ی. اگرچه گزارششود انجام
. با این (49) استکرده فیتوص ساعت 00 مدتبه گرادیسانت

 سرعت کاهشحال بیان پروتئین در دمای خیلی پایین سبب 
 است ممکن لذا. شودیم نیپروتئ غلظت کاهش و سلول رشد

 جهینت در نباشند، کارآمد یبه اندازه کاف یمولکول یهاپروناچ
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

شناخته  مثال .(44) ردیقرار گ ریثأتحت ت نیپروتئ یتاخوردگ
 یهاپروناچ زمانهم انیب: از عبارتند یاستراتژ نیشده از ا

 نیپروتئ حیصح یتاخوردگ جادیا یبرا سرما با سازگار
پرون اهمولوگ سرمادوست چ زمانهم انیب. است بینوترک

GroELS یباکتر E.coli پرون اکه در واقع چCpn60  و
Cpn10 یاز باکتر Oleispira antarctica یبرا ،است 

 4-00 یدما در کارآمد تازننده ستمیس کی ،E.coli یباکتر
سبب بهبود رشد  جهی. در نتآوردیم فراهم گرادیسانت درجه

 گرددیم نیپروتئ تیحلال شیافزا و نییپا یدما در زبانیم
(41) . 

 یادغام نیپروتئ یفناور یریکارگبه. 1-3-3
-نیپروتئ تیحلالعدم  کیپروتئوم یهاطرح مشکلاتاز  یکی

است که در  نیا انگریبها هاست. مطالع بینوترک یها
 ی)حت بینوترک یهانیاز پروتئ یمین فقط  E.coliیباکتر
-یم انیبصورت محلول به( ییایباکتر أبا منش یهانیپروتئ

 ارتقا یبرا که است شده ثابت ریاخ یهاسال یشوند. ط
-نیپروتئ با را هاآن توانیم ب،ینوترک یهانیپروتئ تیحلال

دقت کرد که  دیکرد. با وزیف بالا انحلال تیقابلحامل با  یها
 شیافزا جهتبالا  یریپذانحلال تیقابلها با نیپروتئ یتمام
 انکلوژن جادیا کاهش جهت. (43،40) ندیستن کارآمد تیحلال
 یکه ژن هدف را در انتها شود،یم مطرح یگرید حلراه یباد
 انیب بالا مقدارکه به فرم محلول و  یژن کد کننده محصول 93
: از است متشکل یادغام یهانیپروتئ نیا. کنند درج شود،یم

 E. coli یباکتر از MalE مالتوز به شونده متصل نیپروتئ
 ،(سلول خارج به تیهدا یبرا راهنما دیپپت فاقد)
 A نیپروتئ ستوزوما،یش از ترانسفراز ونیگلوتات ن،یوردوکسیت

 IL6, IL4,IL3,IL2یهانینترلوکیمثال ا یبرا. یلوکوکیاستاف
-یم انیب یباد نکلوژنیا صورتبه زین oC01 یدر دما یحت 

 نیوردوکسیها به ژن تآن ژن یتوال ادغام از بعد اماشوند، 
trxAحاصلبه فرم محلول  بینوترک یهانیاز پروتئ کی، هر 

 دهدیم لیتشکسلول را  نیدرصد کل پروتئ 01تا  و شوندیم
(41).  

 زانیمممکن است  ستم،یس نیابودن  زیآم تیموفق رغمیعل
 بهنسبت یحت یادغام یهانیپروتئ نادرست یهایتاخوردگ

محلول  وجود با ایو  ابدی شیهدف افزا نیپروتئ یرادغامیغ نوع

 یهامثال در فرآورده یبراباشند.  یستیز تیفعال فاقدبودن، 
دنباله  داز،ینتروپپتیا ای Xa یفاکتور انعقاد مانند یدرمان
 .(43)حذف شود  دیلذا با ،یستن کارآمد معمولطور به یادغام

  NusA نی. پروتئ1-3-4
 تیقابل شیافزا یشده برا ادغام یهانیپروتئ کهرغم اینعلی

 باشند برخوردار ییبالا یریپذانحلال از یستیبا ،یریپذانحلال
 قیدق سمیمکانو تاکنون  یستن یکاف تیخصوص نیا تنها یول

 شیافزا عمل سمیمکان برهوعلا. استشناخته نشده هانیپروتئ
 لیبر ممانعت از تشک یادغام یهانیپروتئ ریثأت ،یریپذانحلال

 کهنیا رغمیعلکامل آشکار است.  طور به یانکلوژن باد
 نیپروتئ حیصح یتاخوردگ ر،یپذانحلال یادغام یهانیپروتئ
 نیپروتئ یتاخوردگ یکارآمداما  کنند،یم لیتسه را هدف

 شیافزا یبرا تاکنون. نیستهدف  نیبسته به پروتئ ترشیب
 یهانیپروتئ ریگوناگون نظ یادغام یهانیپروتئ ،یریپذانحلال

 بهلازم. (11) اندشده یمعرف NusAمتصل شونده به مالتوز و 
-نیپروتئ نیا یمیش ستیز یهایژگیو و ییکارا که است ذکر

 بر علاوه NusA نیاست. پروتئ گریکدیمتفاوت از  یادغام یها
 هدف نیپروتئ یتاخوردگ بهبود سبب اغلب ت،یحلال شیافزا

با اتصال  E.coliنامحلول در  یهانیپروتئ یبرخ. شودیم زین
 انیببه فرم محلول  NusA ههدف ب نیپروتئ ینیآم یانتها
 هب اتصال صورتبه NusA نیمعمول پروتئطور به. شدد نخواه

  .(10)شود یم گرفته کاربه نیدیستیهدنباله 

 پلاسمیپر یفضا به انتقال. 1-3-5
 یپلاسمیپر یفضا به تیهدا یشده برا یگذارهدف نیپروتئ

 انتقال یتوپلاسمیس یغشا قیطراز  دیبا ،یسلول خارج ای و
 از متشکلکه  یعموم یترشح یرهایمس قیطر از اغلب. ابدی

 SecG, SecE, SecY, SecA رینظ ییغشا یهانیپروتئ
 کی یدارا اغلبانتقال  یبرا هانیپروتئ. کنندیاست، عبور م

 دیهستند. پپت راهنما دیپپت یحاو ای و کم یتاخوردگ با نقطه
 نیح در که است یانهیدآمیاس 1-91 ینیدنباله آم کیراهنما 
-یم حذف دازیپپت گنالیس میآنز لهیوسبه مذکور دنباله انتقال
دارد که  وجود یخاص یهاپروناچ یپلاسمیپر یفضا. در شود

 یدیسولفید وندیپ لیتشک و نیپروتئ حیصح یتاخوردگ در
 در موجود یاکنندگیاح یفضا علتبه. دارد ییسزابه نقش
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 لیتشک و حیصح یتاخوردگ جادیا یبرا طیشرا توپلاسم،یس
 را هدف نیپروتئ یستیبا لذا. یستن ایمح یدیسولفید وندیپ

 .کرد تیهدا پلاسمیپر به
 شد؛ متذکّر دیبا پلاسمیبه پر نیانتقال پروتئ گرید یایاز مزا
به نسبت پلاسمیپر یهاپروتئاز یفراوان کاهش برعلاوه

مطرح شد،  یتوپلاسمیس انیکه در بخش ب توپلاسمیس
 یپلاسمیبه پر افتهی انتقال یها نیپروتئ یجداسازو  کیتفک
 ترسادهسلول  کلاز عصاره  مجدد یجداساز با سهیمقا در

 یپلاسمیپر یفضا به نیپروتئ انتقال گر،ید ینگاه. از است
 با بینوترک یهانیپروتئ انیب یبرا تیمحدود کی عنوانبه

که یزمان اغلب. دیآیم حساب به بالا، حجم دراندازه بزرگ و 
 گرید شوند،یم متصلراهنما  دیپپت به بزرگ یهانیپروتئ

 .(10) ندارند را یپلاسمیپر به انتقال تیقابل

 درون دیسولفید وندیپ یریگشکل. 1-3-6
 توپلاسمیس
 درون یدیسولفید وندیپ لیتشک محدودکننده عوامل از یکی
 رینظ یعوامل وجود علت به ییایاح طیشرا جادیا یتوپلاسمیس

 عدم نیچنهم و هانیگلوتاردوکس و هانیوردوکسیت ون،یگلوتات
در  DsbA و  DsbC رینظ یپلاسمیپر یهامیآنز حضور

 کهنیبر اعلاوه DsbA و  DsbC یهامیآنز. است توپلاسمیس
 تیقابل نیپروتئ یهانیستئیس جفت یونیداسیاکس تیفعال با
 یژگیو از استفاده با بلکه دارند، را دیسولفید یوندهایپ جادیا
 زین را شده لیتشک وندیپ اصلاح ییتوانا ،یزومرازیا دیسولفید

 . (19) ندنیست دارا
 ییدوتا یهاافتهیجهش  که شدند موفق پژوهشگران تازگیبه
را  دوردوکتازیاکس ونیگلوتات و ردوکتاز نیوردوکسیت ژن در

اما  برخوردارندبقا  تیقابلاز  که ندچ هرکنند.  یجداساز
 یخارج اکنندهیدارند و فقط توسط اح ینییسرعت رشد پا

عدم  طیشرا در وجود نیا با. شوندیم القا تولیوتریت یدمانند 
 بالا رشد سرعتبا  ییایباکتر مشتق زین تولیوتریت یحضور د
 یستیز تیفعال نیپروتئمعمول  طوربه شده است. یجداساز

 حیصح شکل به یدیسولفید وندیپکه  یطیشرا درخود را 
 رینظ هانیپروتئ نیا از یبرخ. آوردیم دستبه شود، لیتشک

و فعال کننده  نازیاوروک مالتاز، ،E. coliفسفاتاز  نیآلکال
 . ندهست یبافت نوژنیپلاسم

 Origami و Shuffle ریشده نظ یمهندس یهاهیسو یتازگبه
 نیوردوکسیجهش در دو ژن ت یشده است که حاو عرضه

 ینیگزیجا یبرا. ندهست دوردوکتازیاکس ونیردوکتاز و گلوتات
 از یمندبهره با توانیم یپلاسمیپر یفضا به نیپروتئ انتقال

 حفظ با توپلاسمیس درونرا  هانیپروتئ دیجد یهاهیسو نیا
 دیسولفید یریکارگبه با نیچنهم. کرد انیب فعالشان فرم

هدف  نیپروتئ یتوپلاسمیدرون س انیبه ب DsbC زومرازیا
 . (11 ،14) شودیافزوده م

     (in silico cloning)یمجاز نگیکلون .2
 نهیدر زم ترشیسبب کسب اطلاعات ب یتکنولوژ شرفتیپ

 یهاگونه در ژنوم یسیرونو ندیفرآ و ساختار ،DNA یتوال
 DNA یاطلاعات یهاگاهیپا در هاداده نیا. است شده مختلف

 عملکرد که است ییهاژن از یاریبس شامل که شده یآورجمع
 یابزارها از استفاده با. است نشده کشف هنوز هاآن یکیولوژیب

 یسیرونو ندیفرآ و دیجد یهاژن توانیم یوتکنولوژیب نیآنلا
با استفاده از  دیجد یهاژن ییشناسا. کرد ییشناسا را هاآن

 نگیکلون عنوانبه DNA یاطلاعات گاهیپا لیو تحل هیتجز
 اطلاعات تنها نه یمجاز نگیکلون. شودیم شناخته یمجاز
-یم ارائه هاآن یکیولوژیب عملکرد و هاژن مورد در را یدیجد

 کشف و داروها ییشناسا منجربه است ممکن بلکه دهد،
 .شود هاآن یهاتیفعال

 سطح ارتقا و کیژنوم اطلاعات از یآگاه، 0311 دهه در
 لیتشک به منجر ،یشناسستیز قاتیتحق یبرا یتکنولوژ
مخمر، کرم و  ،یژنوم باکتر یابییبا هدف توال ییهاومیکنسرس

ژنوم انسان  سینوشیپ نیاول 0110انسان شد. که در سال 
 مختلف یهاژن از دسترس در یهایتوال نیا. (13) منتشر شد

 را دیجد یهانیپروتئ و هاژن ییشناسا فرصت دانشمندان به
 به یگرید منبع ،یژنوم یتوال بودن دسترس در برعلاوه. داد
-نیپروتئ ییشناسا یبرا (EST) شده انیب یتوال برچسب نام
است،  یکوتاه یتوال ،EST.(10) شودیم استفاده دیجد یها

شده  لی( تشکcDNA) مکمل DNA یدو انتها ای کیکه از 
 یتوال یمعکوس از رو پتازیترانسکر میتوسط آنز cDNAاست. 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

RNA شودیساخته م.EST  یاز رو یتصادف صورتبه 
cDNA هیشب یبرا هاآن. استشده لیتشک مختلف یهاگونه-

 و ژنوم از یبردارنقشه د،یجد یهانیپروتئ ای هاژن یساز
 .(11)هستند  دیژنوم مف یدر توال یکدگذار مناطق ییشناسا

 نگیدر کلون EST یاطلاعات گاهیاز پا استفاده. 2-1
 یمجاز

 یمرکز مل تیدر وب سا EST گاهیپا از استفاده یبرا تلاش
 نیا یبعد گام. شودیم شروع( NCBI) یوتکنولوژیاطلاعات ب

 ی(، هماهنگBlast) همولوگ یجستجو قیطر از که است
 گاهیترجمه شده و پا DNA یتوال یهاEST نیب یقابل توجه

( Alignment) یترازهم زانیم. شود دایپ ،DNA یاطلاعات
 نییپا زانی. مشودینشان داده م e-valueتوسط  هایتوال نیب

e-value، یبودن شباهت توال احتمال بالاتر EST به را نسبت
 اساس بر تنها نه مقدار نیا. دهدیهمولوگ نشان م یتوال

 همولوگ یتوال طول براساس بلکه ها،یتوال نیب شباهت درجه
کوتاه  EST یهایتوال که جهت آن از. شودیم نییتع زین

( و ممکن است دینوکلئوت 111-411حدود  نیانگیهستند )م
بر که علاوه شودیم هیرا نشان ندهد، توص یکدگذار یتوال

 زین  (actual alignment) یواقع یترازها ،e-value زانیم
 گام به گام نشیگز و انتخاب برعلاوه ،یطرف ازشود.  یبررس

 دیجد یتوال یهمولوژ است ممکن ،EST یاطلاعات یهاگاهیپا
-به. شود داده شینما شده، شناخته یهانیپروتئ ای هاژن با

 گاهیدر پا ،Tنوع  میکانال کلس نگیکلون ینمونه: برا عنوان
 شینما میهمولوگ با کانال کلس یهایتوال EST یاطلاعات

با کانال   %41 یبا همولوژ ESTکلون  کیداده شد، که 
کامل کانال  یتوال تیشد و درنها افتیکلون شده  میکلس
 .(13،31)شد  نییتع دیجد میکلس

 EST یتوال ل،یو تحل هیتجز نیپس از اول کردها،یتمام رو در
-هم یهایتوال تا شودیم ترازهم EST یاطلاعات گاهیبا پا
 دستبر بهکند. علاوه دایپ NCBI تیشده را در سا یپوشان

 یفراوان در را یاگسترده نشیب همولوگ، یتوال آوردن
-هم. کندیم فراهم مختلف یهابافت در یژن یهارونوشت

-UniGene جستجوگر در توانیم را اطلاعات نیا نیچن
NCBI یوجوجست. آورد دستبه UniGene  اطلاعات

 یبردارنقشه مختلف، یهاگونه در نیپروتئمربوط به شباهت 

-یتوال ایآ کهنیا ای و مختلف یهابافت در انیب ،یکروموزوم
 .دهدیدر دسترس هستند، را ارائه م mRNA یها

 در یژنوم اطلاعات یهاگاهیپا از استفاده .2-2
 یمجاز نگیکلون

ژن در  انیب زانیبه م یاطلاعات گاهیپا کیدر  EST حضور
شده، وابسته است.  یآورجمع یژنوم کتابخانه از که ها،بافت
 نگیدر کلون EST گاهیاستفاده از پا یناکارآمد نیبنابرا
 انیب سطح با ییهارونوشت ژن ییاست که شناسا نیا ،یمجاز

 و هااگزون شامل یژنوم یتوال. است دشوار محدود و نییپا
 هااگزون RNAبه  DNA یسیرونو یبرا هستند. هانترونیا

 هانیپروتئ به سپس و شوندیم متصل گریکدی به و دهیبر
اطلاعات  گاهیپا در هاژن ییشناسا یبرا. شوندیم ترجمه

 ژن در دسترس است ینیبشیپ به مربوط یهابرنامه ،یژنوم
 در را هاژن نترونیا-اگزون ساختار که(، Gene scan)مانند 

-یم یژنوم یهایتوال یهمولوژ. کنندیم ییشناسا ژنوم یتوال
 هاژن شده شناخته یهاخانواده یاطلاعات یهاگاهیپا در تواند
 در یژنوم گاهیپا در است ممکن ژن ساختار. شود یبررس

 در کننده میتنظ عناصر و پروموتر ن،یا برعلاوه. باشد دسترس
 در اوقات یگاه .(30) شوندیم ییشناسا زین ژنوم یتوال
-ینم ارائه نیپروتئ ای ژن کی کامل یتوال یمجاز نگیکلون
ممکن است با بسط  یحالت، طول کامل توال نی. در اشود
روش  نی. در ادیآ دستبهcDNA، (RACE ) یانتها عیسر

RNA شده در بافت مورد نظر به  یسیرونوcDNA لیتبد 
   39 ای 1 یانتها به یدیگونوکلئوتیال ینکرهای. لشودیم

cDNAقی. از طرشوندیم متصل PCR، از یبیترک با توانیم 
 مختص یدهایگونوکلئوتیال و مطلوب ژن یدهایگونوکلئوتیال
   (.30) داد گسترش را مطلوب ژن 39 و 31 یانتها گاندها،یل

 لیتحل و هیتجز د،یجد یهاژن یسیرونو یابیارز در مهم گام
 RT-PCRمختلف است، که با  یهابافت در مطلوب ژن انیب

 با است ممکن دیجد یهایسیرونو نیچنهم. شودیانجام م
استخراج شوند.  یغربالگر ای هیزآرایر یتکنولوژ از استفاده

 رایز است، دیجد ژن یسیرونو عملکرد ییشناسا هاآن تیمز
هدف  شیکنترل و آزما گروه نیب متقارن طوربه مطلوب ژن
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 یمجاز صورتبه تواندیمشده  انیشده است. سپس ژن ب انیب
  (.39) شود کلون

 یریگجهینت
-شاخه نیترمهم از یکی عنوانبه بینوترک یهانیپروتئ دیتول
 یهانیپروتئرو  نیمدرن است. از ا یفناورستیز یها
 توجه مورد یاقتصاد و ییدارو جنبه از یفراوان یوتیوکاری

 زبانیم عنوانبه یمختلف یانیب یهاستمیس چهاگر. ندهست
 رند،یگیم قرار استفاده مورد بینوترک یهانیپروتئ دیتول یبرا

 نیا. شودیم استفاده غالب زبانیم عنوانبه E.coli یباکتر
 ندهست چهارم و سوم یساختارها یداراطور کلی به هانیپروتئ

 یبرا ترجمه از بعد اصلاحات و دیسولفید یوندهایپ به ازین و
. دارند مناسب ییفضا ساختار و یستیز تیفعال به دنیرس
-یم را یفراوان یهاچالش E.coliدر  هانیپروتئ نیا دیتول

-کنترل نقاط و نگیفولد نیماش ،یسلول طیمح رایز طلبد؛
 طور کاملبه آن در نیپروتئ ییفضا یساختارها تیفیک کننده

 یمشکلات نیترمعمول از یکی. ندهست متفاوت هاوتیوکاری با
-نکلوژنیا ینیپروتئ یهاتوده لیتشک میهست روبرو آن با که
-دست و بینوترک نیپروتئ کی محصول شیافزا. است هایباد

 رسوب زانیم کاهش نیچنهم و حیصح ساختار به یابی
 نیمحقق ذهن شهیهم د،یتول یط در سلول در هدف نیپروتئ

 یهاسال یط منظور نیبد. است ساخته معطوف خود به را
 ستیز و کیژنت یمهندس یهاروش شرفتیپ با و ریاخ

 زانیم یبازده شیافزا یبرا یمتعدد یهایاستراتژ ،یفناور
 رییتغ هاروش نیا جمله از. است شده گرفته کاربه تیحلال

 یاتصال یهانیپروتئ از استفاده ها،نیپروتئ سنتز سرعت
 و کشت مساعد طیشرا هدف، نیپروتئ در ونیموتاس وژن،یف
 کاربرد و توان یمعرف. است یلکولوم یهاپروناچ زمانهم انیب

 نیا در. است حاضر قیتحق هدف عمده کارهاراه نیا از کیهر
 و هیتجز و کیوانفورماتیب ،یابییتوال یتکنولوژ از یبیترک راستا

 و ژن نقش ینیبشیپ سهولت شیافزا باعث یمجاز لیتحل
 عنوانبه هاکیکنت نیا مجموعه. بود خواهد آن عملکرد ریتفس
 .ردیگیم قرار استفاده مورد امروزه یمجاز نگیکلون
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                            15 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


24

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 منابع
1. Kabirnataj S, Nematzadeh G, Zolala J, Talebi AF. High-efficient transgenic hairy roots induction in 
chicory: re-dawn of a traditional herb. Acta Agric Slov. 2016;107(2):321-34. 

2. Yokoyama S. Protein expression systems for structural genomics and proteomics. Curr Opin Chem Biol. 
2003;7(1):39-43. 

3. Goudarzi Z, Shojaosadati SA, Sajedi RH, Maghsoudi A. Optimization of Auto-induction Conditions for 
the Heterologous Expression of a Maltogenic Amylase in Escherichia coli. Appl Food Biotechnol. 
2016;3(2):105-13. 

4. Sawers G, Jarsch M. Alternative regulation principles for the production of recombinant proteins in 
Escherichia coli. Appl Microbiol Biotechnol. 1996;46(1):1-9. 

5. Marino M. Expression systems for heterologous protein production. BioPharm. 1989;2(3):18. 

6. Schmidt F. Recombinant expression systems in the pharmaceutical industry. Appl Microbiol Biotechnol. 
2004;65(4):363-72. 

7. Hammarström M, Hellgren N, van den Berg S, Berglund H, Härd T .Rapid screening for improved 
solubility of small human proteins produced as fusion proteins in Escherichia coli. Protein Science. 
2002;11(2):313-21. 

8. Fakruddin M, Mohammad Mazumdar R, Bin Mannan KS, Chowdhury A, Hossain MN. Critical factors 
affecting the success of cloning, expression, and mass production of enzymes by recombinant E. coli. ISRN 
Biotechnol. 2012;2013. 

9. Klumpp S. Growth-rate dependence reveals design principles of plasmid copy number control. PloS one. 
2011;6(5):e20403. 

10. Reece RJ .Analysis of genes and genomes: Hoboken, NJ: John Wiley & Sons; 2004. 

11. Brown TA. Gene cloning and DNA analysis: an introduction: John Wiley & Sons; 2016. 

12. Rosano GL, Ceccarelli EA. Recombinant protein expression in Escherichia coli: advances and 
challenges. Frontiers in Microbiol. 2014;5:172. 

13. Jia B, Jeon CO. High-throughput recombinant protein expression in Escherichia coli: current status and 
future perspectives. Open biology. 2016;6(8):160196. 

14. Vahedi F, Talebi A, Ghorbani E, Behroozikhah A, Shahriari Ahmadi F ,Mahmoudi M. Isolation, cloning 
and expression of the Brucella melitensis Omp31 gene. Iranian J Vet Res. 2011;12(2):156-62. 

15. Weiner MP, Anderson C, Jerpseth B, Wells S, Johnson-Browne B, Vaillancourt P. Studier pET system 
vectors and hosts. Strateg. Mol. Biol. 1994;7:41-3. 

16. Terpe K. Overview of bacterial expression systems for heterologous protein production: from molecular 
and biochemical fundamentals to commercial systems. Appl Microbiol Biotechnol. 2006;72(2):211. 

17. Young CL, Britton ZT, Robinson AS. Recombinant protein expression and purification: a comprehensive 
review of affinity tags and microbial applications. Biotechnol J. 2012;7(5):620-34. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                            16 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


25

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

18. Vincentelli R, Cimino A, Geerlof A, Kubo A, Satou Y, Cambillau C. High-throughput protein expression 
screening and purification in Escherichia coli. Methods. 55, no. 1 2011;55(1):65-72. 

19. Khandelwal P. Lab-to Process-Scale Protein Purification: An IMAC Resin for a Highly Productive 
Histidine-Tagged Protein Purification Process. Genetic Engineering & Biotechnology News. 2017;37(9):24-
5. 

20. Terpe K. Overview of tag protein fusions: from molecular and biochemical fundamentals to commercial 
systems. Appl Microbiol Biotechnol. 2003;60(5):523-33. 

21. Hirose S, Noguchi T. ESPRESSO: a system for estimating protein expression and solubility in protein 
expression systems. Proteomics. 2013;13(9):1444-56. 

22. Diaz AA, Tomba E, Lennarson R, Richard R, Bagajewicz MJ, Harrison RG. Prediction of protein 
solubility in Escherichia coli using logistic regression. Biotechnol Bioeng. 2010;105(2):374-83. 

23. Gatti‐Lafranconi P, Natalello A, Ami D, Doglia SM, Lotti M. Concepts and tools to exploit the potential 
of bacterial inclusion bodies in protein science and biotechnology. The FEBS journal. 2011;278(14):2408-18. 

24. Malakar P, Venkatesh K. Characterization of burden on growth due to the nutritional state of media and 
pre-induced gene expression. Archives Microbiol. 2013;195(4):291-5. 

25. Hannig G, Makrides SC. Strategies for optimizing heterologous protein. 1998. 

26. Rosen R, Biran D, Gur E, Becher D, Hecker M, Ron EZ. Protein aggregation in Escherichia coli: role of 
proteases. FEMS microbiology letters. 2002;207(1):9-12. 

27. Govers SK, Mortier J, Adam A, Aertsen A. Protein aggregates encode epigenetic memory of stressful 
encounters in individual Escherichia coli cells. PLoS biology. 2018;16(8):e2003853. 

28. Tobias JW, Shrader TE, Rocap G, Varshavsky A. The N-end rule in bacteria. Science. 
1991;254(5036):1374-7. 

29. Qile M, Ji Y, Houtman MJ, Veldhuis M, Romunde F, Kok B, et al. Identification of a PEST sequence in 
vertebrate KIR2. 1 that modifies rectification. Frontiers in physiology. 2019;10:863. 

30. Khosrowabadi E, Takalloo Z, Sajedi RH, Khajeh K. Improving the soluble expression of aequorin in 
Escherichia coli using the chaperone-based approach by co-expression with artemin. Preparative Biochem 
Biotechnol. 2018;48(6):483-9. 

31. Schumann W, Ferreira LCS. Production of recombinant proteins in Escherichia coli. Genet Mol Biol. 
2004;27(3):442-53. 

32. Tsai C-H, Ho Y-H, Sung T-C ,Wu W-F, Chen C-S. Escherichia coli proteome microarrays identified the 
substrates of ClpYQ protease. Mol Cell Proteomics. 2017;16(1):113-20. 

33. Mokry DZ, Abrahão J, Ramos CH. Disaggregases, molecular chaperones that resolubilize protein 
aggregates. Anais da Academia Brasileira de Ciências. 2015;87(2):1273-92. 

34. Xu X, Liang K, Niu Y, Shen Y, Wan X, Li H, et al. BAH1 an E3 Ligase from Arabidopsis thaliana 
Stabilizes Heat Shock Factor σ 32 of Escherichia coli by Interacting with DnaK/DnaJ Chaperone Team. Curr 
Microbiol. 2018;75(4):450-5. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                            17 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


26

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

35. Wang Z, Zhang M, Lv X, Fan J, Zhang J, Sun J, et al. GroEL/ES mediated the in vivo recovery of TRAIL 
inclusion bodies in Escherichia coli. Scienti Rep. 2018;8(1):15766. 

36. Santra M, Dill KA ,de Graff AM. How Do Chaperones Protect a Cell's Proteins from Oxidative Damage? 
Cell systems. 2018. 

37. Fassler R, Edinger N, Rimon O, Reichmann D. Defining Hsp33's Redox-regulated Chaperone Activity 
and Mapping Conformational Changes on Hsp33 Using Hydrogen-deuterium Exchange Mass Spectrometry. 
JoVE (Journal of Visualized Experiments). 2018(136):e57806. 

38. Deville C, Carroni M, Franke KB, Topf M, Bukau B, Mogk A, et al. Structural pathway of regulated 
substrate transfer and threading through an Hsp100 disaggregase. Sci Adv. 2017;3(8):e1701726. 

39. Voulgaridou G-P, Mantso T, Chlichlia K, Panayiotidis MI, Pappa A. Efficient E. coli expression 
strategies for production of soluble human crystallin ALDH3A1. PloS one. 2013;8(2):e56582. 

40. Zhu S, Gao B, Aumelas A, del Carmen Rodríguez M, Lanz-Mendoza H, Peigneur S, et al. MeuTXKβ1, a 
scorpion venom-derived two-domain potassium channel toxin-like peptide with cytolytic activity. 
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics. 2010; 1804(4), 872-883.  

41. Van Dijk E, Hoogeveen A, Abeln S. The hydrophobic temperature dependence of amino acids directly 
calculated from protein structures. PLoS Comput Biol. 2015;11(5):e1004277. 

42. Vera A, González‐ Montalbán N, Arís A, Villaverde A. The conformational quality of insoluble 
recombinant proteins is enhanced at low growth temperatures. Biotechnology Bioeng. 2007;96(6):1101-6. 

43. San-Miguel T, Pérez-Bermúdez P, Gavidia I. Production of soluble eukaryotic recombinant proteins in E. 
coli is favoured in early log-phase cultures induced at low temperature. SpringerPlus. 2013;2(1):89. 

44. Strocchi M, Ferrer M, Timmis KN, Golyshin PN. Low temperature‐ induced systems failure in 
Escherichia coli: insights from rescue by cold‐ adapted chaperones. Proteomics. 2006;6(1):193-206. 

45. Ferrer M, Chernikova TN, Yakimov MM, Golyshin PN, Timmis KN. Chaperonins govern growth of 
Escherichia coli at low temperatures. Nature Biotechnol. 2003;21(11):1266. 

46. Song J-A, Lee D-S, Park J-S, Han K-Y ,Lee J. A novel Escherichia coli solubility enhancer protein for 
fusion expression of aggregation-prone heterologous proteins. Enzyme Microbial Technol. 2011;49(2):124-
30. 

47. Nallamsetty S, Waugh DS. A generic protocol for the expression and purification of recombinant proteins 
in Escherichia coli using a combinatorial His 6-maltose binding protein fusion tag. Nature Protocols. 
2007;2(2):383. 

48. Raran-Kurussi S, Waugh DS. Expression and purification of recombinant proteins in Escherichia coli 
with a His 6 or dual His 6-MBP tag.  Protein Crystallography: Springer; 2017. p. 1-15. 

49. Gellissen G. Production of recombinant proteins: Novel microbial and eukaryotic expression systems: 
John Wiley & Sons; 2006. 

50. Raran‐ Kurussi S, Waugh DS. Unrelated solubility‐ enhancing fusion partners MBP and NusA utilize a 
similar mode of action. Biotechnol Bioeng. 2014;111(12):2407-11. 

51. Li K, Jiang T, Yu B, Wang L, Gao C, Ma C, et al. Escherichia coli transcription termination factor NusA: 
heat-induced oligomerization and chaperone activity. Scient Rep. 2013;3:2347. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                            18 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


27

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

52. Raivio TL, Silhavy TJ. Periplasmic stress and ECF sigma factors. Annu Rev Microbiol. 2001;55(1):591-
624. 

53. Hatahet F, Boyd D, Beckwith J. Disulfide bond formation in prokaryotes: history, diversity and design. 
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics. 2014;1844(8):1402-14. 

54. Berkmen M. Production of disulfide-bonded proteins in Escherichia coli. Protein Expr Purif. 2012; 82(1), 
240-251. 

55. Makino T, Skretas G, Georgiou G. Strain engineering for improved expression of recombinant proteins in 
bacteria. Microbial cell Fact. 2011;10(1):32. 

56. Elkins KM. An in silico DNA cloning experiment for the biochemistry laboratory. Biochem Mol Biol 
Edu. 2011;39(3):211-5. 

57. Mondal TK, Ganie SA, Niraj RRK, Rana MK. Cloning and in silico analysis of a gene encoding a 
putative β-carbonic anhydrase from cowpea (Vigna unguiculata L. Walp). J Plant Interact. 2014;9(1):504-13. 

58. Padaria JC, Vishwakarma H, Biswas K, Jasrotia RS, Singh GP. Molecular cloning and in-silico 
characterization of high temperature stress responsive pAPX gene isolated from heat tolerant Indian wheat 
cv. Raj 3765. BMC research notes. 2014;7(1):713. 

59. Han W, Ding P, Xu M, Wang L, Rui M, Shi S, et al. Identification of eight genes encoding chemokine-
like factor superfamily members 1–8 (CKLFSF1–8) by in silico cloning and experimental validation. 
Genomics. 2003;81(6):609-17. 

60. Negi B, Salvi P, Bhatt D, Majee M, Arora S. Molecular cloning, in-silico characterization and functional 
validation of monodehydroascorbate reductase gene in Eleusine coracana. PloS one. 2017;12(11):e0187793. 

61. Milne CB, Kim PJ, Eddy JA, Price ND. Accomplishments in genome‐ scale in silico modeling for 
industrial and medical biotechnology. Biotechnol J. 2009;4(12):1653-70. 

62. Brassac J, Blattner FR. Species-level phylogeny and polyploid relationships in Hordeum(Poaceae) 
inferred by next-generation sequencing and in silico cloning of multiple nuclear loci. Syst Biol. 
2015;64(5):792-808. 

63. Veenstra JA, Rombauts S, Grbić M. In silico cloning of genes encoding neuropeptides, neurohormones 
and their putative G-protein coupled receptors in a spider mite. Insec Biochem Molec Biol. 2012;42(4):277-
95. 

 
 

 
 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

                            19 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html


 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
99

.1
0.

38
.5

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

14
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            20 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1399.10.38.5.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1282-en.html
http://www.tcpdf.org

