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چکیده 

سابقه و هدف: فاکتور محرک کلني گرانولوسيت )G-CSF( به عنوان فاکتور رشد هماتوپوئيتيک مي ‌تواند سلول هاي بالغ خوني را 
تحريک نمايند و امروزه نوع نوترکيب آن در درمان نوتروپني ناشي از شيمي درماني سرطان هاي سرکوبگر ميلوئيد، پيوند مغز استخوان، 
شيمي درماني در لوسمي ميلوئيد حاد و نوتروپني مزمن و شديد به کار مي رود. هدف از اين مطالعه، مقايسة بيان G-CSF نوترکيب 

انساني در دو سويه از اشريشياکلي بوده است.

وکتور  در  پروکاريوتي،  در سيستم  بيان  براي  بهينه شده  به صورت  آن  هاي  تغيير کدون  با  G-CSFانساني  ژن  مواد و روش ها: 
pGEM سنتز شده و در وکتور بياني pET23a همسانه سازي شد. سپس وکتور pET/G-CSF در دو سوية بياني از اشريشياکلي به نام 

Origami و BL21، ترانسفرم شد و بيان آن در اين دو ميزبان مقايسه گرديد.
يافته ها: نتايج هضم آنزيمي، صحت مراحل کلونينگ را در وکتور pET23a نشان داد. همچنين تحت شرايط يکسان و بعد از القاي 

ميزبان ها با IPTG، بيشترين بيان پروتئين rhG-CSF در سويه Origami E. coli مشاهده گرديد..
نتیجه گیری: نتايج اين مطالعه نشان داد که سويه E. coli Origami سويه مناسبي جهت بيان G-CSF انساني مي باشد و اين 

سويه مي تواند به عنوان يک ميزبان مناسب جهت بيان اين پروتئين در مقياس بالاتر پيشنهاد گردد.
کلمات کلیدی: فاکتور محرک کلني گرانولوسيت انساني، پروتئين نوترکيب، بهينه سازي کدون، سویه های بیانی اشریشیا کلی
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مقدمه
گليکوپروتئيني   )G-CSF( گرانولوسيت  کلني  محرک  فاکتور   

است که مولد کلني سلول ‌هاي خون ساز در کشت سلول ‌هاي 
مغز استخوان مي باشد. G-CSF بدليل نقش تنظيمي در رشد، 
آنها يک  و پيش ساز هاي  نوتروفيل ها  فعال سازي  و  بقا  تمايز، 
ها  نوتروفيل  بر  مبتني  ايمني  دفاعي-  سيستم  در  مهم  فاکتور 
محسوب مي ‌شود )3(. آناليز DNA ژنوميک انسان مشخص کرد 
که ژن G-CSF انساني به اندازه 2/5 کيلو باز روي کروموزوم 17 
قرار گرفته و متشکل از 5 اگزون و 4 اينترون مي ‌باشد )7، 9، 13(. فاکتور 

محرک کلني گرانولوسيت به عنوان پلوريپوئيتين 1و CSF-β نيز 
تفاوت  کمي  با   G-CSF پروتئين  از  گونه  دو  شود.  مي  شناخته 
شناخته شده‌ اند که يکي حاوي 174 آمينواسيد و ديگري داري 
داراي  کوچکتر  پپتيد  پلي  قطعه  باشد که  مي  آمينواسيد   177
در  را  تري  عمده  نقش  و  بوده  کيلودالتون  مولکولي8 /18  وزن 
فعاليت‌ هاي بيولوژيکي ايفا مي‌ کند. اين گليکوپروتئين توسط دو 
پيوند دي‌سولفيد پايدار مي ‌شود و اين پيوندها نقش مؤثري را در 
ساختار سه بعدي فشرده ترکيب دارند. hG-CSF نوترکيب بيان 
پپتيدي مونومر  پلي  زنجيره  داراي يک   E .coli شده در ميزبان 
مولکولي  وزن  داراي  که  است  آمينواسيدي   175 غيرگليکوزيله 
داخل  سولفيدي  دي  پيوند  دو  واجد  و  بوده  دالتون   18799
مولکولي )cys37  - cys 43 وcys65 - cys 75) و متيونين در انتهاي 
1	  Pluripoietin
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آمين است. دو پيوند دي سولفيد داخلي مسئول کنفورماسيون 
سيستئين  يک  مي ‌باشند.  بيولوژيکي  لحاظ  از   hG-CSF اکتيو 
در موقعيت اسيدآمينه 18 بصورت آزاد در پروتئين موجود مي 

‌باشد )16(.

بطور کلي بيان اختصاصي پروتئين هاي نوترکيب در سويه هايي 
 Origami انجام مي شود که رايج ترين آن سويه هاي E. coli از
 E. در   hG-CSF نوترکيب  پروتئين  بيان  باشد.  مي   BL21 و 
ايجاد  اي است.  توده  اجسام  و  صورت سيتوپلاسمي  به   coli

در  عمده  مشکلات  از  يکي   hG-CSF پروتئين  اي  توده  اجسام 
چرا  است،  سيتوپلاسمي  صورت  به  پروتئين  اين  توليد  مسير 
که تاخوردگي مجدد2 پروتئين هاي مجتمع شده3 کار مشکل و 
دشواري مي باشد. عدم اطمينان از اينکه پروتئين هاي دناتوره، 
فعاليت زيستي خود را بدست مي آورند و کم شدن بازده پروتئين 
سيتوپلاسمي  بيان  مشکلات  جمله  از  شده،  تخليص  و  تاخورده 
سيتوپلاسمي  هاي  پروتئين  کلي  بطور  باشد.  مي  پروتئين  اين 
دي  هاي  پل  و  سيستئين  هاي  واحد  زير  داراي  ها  باکتري 
سولفيدي کمي مي باشند. اغلب پروتئين هايي که داراي پل هاي 
ترشح  سيتوپلاسم  از  خارج  به  هستند  پايدار  سولفيدي  دي 
که  پستانداران  هاي  پروتئين  از  دسته  آن  بنابراين  شوند.  مي 
داراي ساختار چهارم پيچيده و پل هاي دي سولفيدي مي باشند، 
ممکن است در سيتوپلاسم باکتري به طرز صحيحي توليد نشوند. 
Bardwell و همکارانش پيشنهاد کردند که تعداد کم پل هاي دي 

دليل  به  است  ممکن  سيتوپلاسمي  هاي  پروتئين  در  سولفيدي 
عدم وجود سيستمي در سيتوپلاسم براي ايجاد اين پل ها باشد 
هاي جهش  سويه  امروزه   .DsbB و   DsbA هاي  پروتئين  مانند 
در  سولفيدي  دي  هاي  پل  ايجاد  به  قادر  که   E. coli ي  يافته 
ها  ميزبان  اين  از  يکي   .)15( اند  سيتوپلاسم هستند، جدا شده 
سويه مهندسي شده اوريگامي، مشتق از سويه  K-12، است که در 
 (gor) و گلوتاتيون ردوکتاز (trxB) دو ژن تيرودوکسين ردوکتاز
داراي جهش مي باشد که به شدت تشکيل باند دي سولفيدي در 
سيتوپلاسم را تقويت مي نمايد )1(. سويه BL21 نيز يک سويه 
بياني با کاربرد زياد است که از مهمترين مزيت آن غيرفعال بودن 
ژن پروتئاز lon و ompt مي باشد. اين سويه که داراي ژن هاي 
پروتئاز جهش يافته مي باشد و مي تواند پروتئين نوترکيب را به 
ميزان زياد در داخل سلول توليد کند و تجزيه آن در هنگام خالص 
سازي را به کمترين مقدار رساند. تاکنون مطالعات انجام گرفته 
 E. در بسياري از سويه هاي hG-CSF بر روي بيان نوترکيب ژن
مطالعه  ما  هدف  نيز  مطالعه  اين  در  که  است  بررسي شده   coli

2	  Refolding

3	  Aggregate

 E. بياني  hG-CSF در دو سويه  نوترکيب  پروتئين  بيان  مقايسه 
Origami( coli و BL21( بود )5(.

روش کار
شرکت  توسط   pGEM وکتور  درون   hG-CSF شده  بهينه  ژن 
تغييري  ژن  اين  پپتيدي  توالي  در  که  شد  سنتز  کره   Bioneer

لحاظ نشده بود و تنها بر اساس E. coli ،Codon usage حاصل 
که  است  باز  جفت   537 داراي   hG-CSF ژن  بود. توالي  شده 
توالی  در  و   Nde I جايگاه  پيشرو4  توالي  در  ژن  اين  طراحي  در 
pET23aاز  بود )شکل 1(. وکتور  BamH I قرار داده شده  انتها5 
پژوهشکده علوم و فناوري زيستي، DH5a و Origami و BL21 از 

شرکت سيناژن ايران خريداري شد. 
کيت   ،T4 DNA ligaseآنزيم اندونوکلئاز،  برشي  هاي  آنزيم 
استخراج وکتور و مواد شيميايي از شرکت Roche آلمان خريداري 
 Prestained پروتئيني  نشانگر  و   1 Kbp مولکولي  نشانگر  شد. 
marker )با غلظت 625 ميکروگرم در 500 ميکروليتر( از شرکت 

SDS- فرمنتاز ليتواني خريداري و به ميزان 10 ميکروليتر براي
PAGE استفاده شد. 

با  اين ژن  pGEM حاوي  hG-CSF، وکتور  تکثير ژن  به منظور 
Nde I برش داده شد.  BamH I و  اندونوکلئاز برشي  آنزيم هاي 
تمام مراحل خالص سازي قطعه ژن و وکتور به روش الکتروفورز 
نهايت قطعه مورد نظر  انجام گرديد. در  آگارز  از ژل  و استخراج 
با فرآيند ليگاسيون6 در وکتور pET23a )تحت کنترل پروموتور 
شده  خطي  مشابه  برشي  اندونوکلئاز  هاي  آنزيم  با  که   )T7 فاژ 
pET23a داراي توالي کد کننده  بود، همسانه سازي شد. وکتور 
در  فيوژن  صورت  به  که  باشد  مي   (6XHis-Tag) هيستدين 
کليه   .)2 )شکل  گردد  مي  بيان  خارجي  ژن  C-ترمينال  انتهاي 
و  ليگاسيون  آنزيمي،  هضم  همانند  ژنتيکي  هاي  دستکاري 
 )2001(  Russel و   Sambrook روش  از  آگارز  ژل  الکتروفورز 

انجام گرفت )19(.
پس از ترانسفورم محصول ليگاسيون در سلول مستعدDH5α 7 و 
کشت آن درون محيط کشت LB Agar حاوي آنتي بيوتيک آمپي 
سيلين )100mM( و به دنبال آن کلني هاي رشد يافته به عنوان 
کلون هاي واجد وکتور و احتمالا واجد قطعه ژن انتخاب شدند. 
براي اطمينان از وارد شدن قطعه ژن در وکتور، اين کلني ها به 
و درون محيط کشتBroth LB حاوي  انتخاب  صورت تصادفي 
آمپي سيلين )100mM( در دماي 37 درجه سانتي گراد داخل 
به چگالي نوري 0/7 در طول  تا  انکوباتور کشت داده شد  شيکر 
4	  Forward

5	  Reverse

6	  Ligation

7	  Competent
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صحت  وکتور،  استخراج  انجام  از  پس  برسد.  نانومتر   600 موج 
استخراج وکتور توسط الکتروفورز بر روي ژل آگارز بررسي شدند 
)شکل 3(. تاييد قرارگيري صحيح قطعه ژني در قسمت جايگاه 
با دو  به وسيله آزمايش هضم   ،)MCS( همسانه سازي چندگانه
آنزيم برشي BamH I و Nde I )بايستي توالي نوکلئوتيدي حدود 

537 جفت باز مشاهده گردد( انجام شد )شکل 4(.
TTGACCGGCCTGGTTCACCCCAGTATAC
GTGAACTCGTTTTTACTAACTCCATTGC
GGAACCTAAAACGCGTGAACAAGATTT
TTAAAGAGGACATTGCGCCGAGGCAGC
CCCACTGTGTTAAACATCCAACGTGTA
TCTTACTGGATTATTATGCTCAAGGAGA
CGAATTGCCTCGGGTGCCTTAAGGGTT
ATTGACGTCGCGAACTGATCCCGTCGA
CGACACATTGACACTATTCGTCGGACG
CATTATTCGGAACTATGTCCTTTTCCGG
TTGAGCCCCCTATATGGAAGTTCCCGGA
TCAACTTCGCATAGATTACAACCGGGA
TTATCAACATCGTTTTAGACGTTGTAGT
GTAAGGATTAAGAAGGTAGACGACGGT
TGGAACTCACCCGACGTCCCGTCCGCG
CTTTACGTCTGCGTTTTCGGCCGTAACG
GTTGATCCTGTGGGGGACGGGCTGCAA
TGAAGATTTTTTGAGACGTCTACACTTC
ACGGTCTACAGAGTTTTGTGCTATGCTG
CTTAAGAATTCCGAC

hG-CSF شکل 1- ترادف نوکلئوتيدي ژن کد کننده

شکل 2- نمايش وکتور نوترکيب خطي شده PET23a حامل ژن 
بهينه شده hG-CSF. اين ژن درون جايگاه NdeI/BamH I واقع در 

MCS وکتور وارد شد.

بيان hG-CSF نوترکيب
وکتور بياني pET23aحاوي ژن hG-CSF به سلول هاي مستعد 
اين  شدن  ترانفسورم  تاييد  شد.  ترانسفورم   Origami و   BL21

آمپي  حاوي   LB Agar محيط  روي  بر  کشت  توسط  ها  سويه 
هاي خالص  کلني  آن،  دنبال  به  و  انجام شد   )100mM( سيلين
رشد کرده بر روي محيط کشت به محيط کشت LB Broth حاوي 
آمپي سيلين در دماي 37 درجه سانتي گراد داخل شيکر انکوباتور 
کشت داده شد تا به چگالي نوري 0/7 در طول موج 600 نانومتر 
 Isopropylبه واسطه اضافه کردن hG-CSF بيان .)OD600( رسيد

 0/2 نهايي  غلظت  با   (IPTG)  β-D-1-thiogalactopyranoside

ميلي مولار القا شد. سلول هاي باکتري بعد از گذشت چهار ساعت 
در  دقيقه  سه  مدت  به   9000  rpm دور  با  سانتريفوژ  وسيله  به 
دماي C°8 رسوب داده شد. براي استخراج پروتئين هاي سلولي، 
مقدار 1ml از نمونه کشت داده شده را رسوب و سپس به آن مقدار 
 SDS ،Tris-HCl (pH 6.8) 80 mM( 100 ميکروليتر بافر نمونه
glycerol 10% (v/v) ، 5% (v/v) β-mercaptoethanol،2% (w/v) و 

bromophenol blue 0.001( اضافه و به مدت پنج دقيقه جوشانده 

شد. در نهايت 25 ميکروليتر از اين نمونه هاي پروتئيني روي ژل 
پلي اکريلاميد SDS-PAGE( 12.5% (w/v)( با ولتاژ 90 به مدت 

دو ساعت انجام گرديد.
وسترن بلات

 ،hG-CSF پروتئين  به  منسوب  باند  تائيد  و  شناسائي  منظور  به 
پس از الكتروفورز نمونه های پروتئینی در كنار ماركر عمل انتقال 
آنها به غشاء نيترو سلولزي صورت گرفت. پس از انكوباسيون غشاء 
با رقت 1/1000 از آنتي بادي ضد His-tag، اتصال آن به برچسب 
 goat_anti.mouse ثانويه  بادی  آنتی  از  استفاده  با  هيستيديني 
IgG متصل به HRP، پس از افزودن محلول DAB بررسي شد. با 

مقايسه غشاء رنگ شده وسترن بلات و ژل SDS-PAGE هم ارز 
آن مشاهده شد كه تنها پروتئين هاي رديابي شده در روي غشاء 

باند هاي منسوب به hG-CSFدر ستون بعد از القاء بودند.
نتايج

نتايج استخراج وکتور 
برشي  (Ligation) در جايگاه  ليگاسيون  فرآيند  با   hG-CSF ژن 
 T7 تحت کنترل پروموتور فاژ pET23a وکتور Nde I و BamH I

همسانه سازي شد. پس از ترانسفورم محصول ليگاسيون در سلول 
مستعد DH5α و کشت آن درون محيط کشت L.B Agar حاوي 
آنتي بيوتيک آمپي سيلين )100mM( و به دنبال آن کلني هاي 
رشد يافته به عنوان کلون هاي واجد وکتور و احتمالا واجد قطعه 
ژن انتخاب شدند. براي اطمينان از وارد شدن قطعه ژن در وکتور، 
 LB اين کلني ها به صورت تصادفي انتخاب و درون محيط کشت
از  پس  شد.  داده  کشت   )100mM( سيلين  آمپي  حاوي   broth

انجام استخراج وکتور، صحت استخراج وکتور توسط الکتروفورز 
بر روي ژل آگارز بررسي شدند )شکل 3(
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 DNA شکل 3- نتايج استخراج وکتور، جاهک 1: نشانگر وزني
1Kbp. چاهک 2: وکتور PET23a با اندازه bp 3666، چاهک 3: وکتور 

4170 bp با اندازه hG-CSF واجد ژن PET23a

نتايج هضم آنزيمي 
در  ژني  قطعه  صحيح  گيري  قرار  تاييد  وکتور  استخراج  از  پس 
وسيله  به   ،)MCS( چندگانه  سازي  همسانه  جايگاه  قسمت 
آزمايش هضم با دو آنزيم برشي BamH I و Nde I بررسي شد. 
hG- 537 )ژن bp هضم با اين دو آنزيم شامل دو قطعه با اندازه ي

CSF( و bp 3633 )وکتور خطي شده PET23a( بود )شکل 4(.

شکل 4- تاييد حضور و صحت قرارگيري قطعه ژن توسط آزمايش 
هضم دوطرفه: ستون 1 نشانگر وزني 1Kbp DNA، چاهک 2 نتيجه 
 3633 bp يک قطعه با اندازه BamH I و Nde I هضم با آنزيم هاي

)وکتور pET23a فاقد ژن مورد نظر(و يک قطعه با اندازه bp  537)ژن 
hG-CSF( مشاهده مي شود.

نتايج SDS-PAGE و وسترن بلات 

ژن hG-CSF پس از اينکه از وکتور pGEM برش داده شد، درون 
جايگزين   T7 فاژ  پروموتور  کنترل  تحت   pET23a بياني  وکتور 
 E. coli به سويه )pET23a-hG-CSF( شد. اين وکتور نوترکيب
Origami و BL21 ترانسفورم شد و پس از القا با IPTG، در دماي 

SDS- انجام  منظور  به  شد.  داده  کشت  گراد  سانتي  درجه   37
پروتئين  شدند.  ليز  سپس  و  داده  رسوب  را  ها  سلول   PAGE

 BL21 و Origami بيان شده در سويه هاي hG-CSF نوترکيب
دالتون  کيلو   18/8 مولکولي  وزن  با   pET23a-hG-CSF حاوي 
قابل مشاهده بود )شکل 5(. هم چنین برای تایید بیان پروتئین 
از وسترن بلات استفاده شد که نتیجه آن در شکل 6 آمده است.

 .

 E. coli نوترکيب  سويه  )پایین(   .SDS-PAGE نتايج   –  5 شکل 
Origami. چاهک شماره 1 نشانگر وزني مولکولي پروتئيني، چاهک 

 pET23a-hG-CSF واجد وکتور Origami شماره 2 و 3 کلون سويه
 E. بالا( سويه نوترکيب( .IPTG به ترتيب قبل و 4 ساعت پس از القا با
coli BL21. چاهک شماره 1 نشانگر وزني مولکولي پروتئيني، چاهک 

 pET23a-hG-CSF واجد وکتور BL21 شماره 2 و 3 کلون سويه
IPTG و قبل از القا با IPTG به ترتيب 4 ساعت پس از القا با
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 E. بيان شده درhG-CSF شکل 6– بررسي الگوي پروتئيني
coli Origami با روش وسترن بلات. ستون 1 نمونه غیر القا شده، 

ستون 2 نمونه القا شده و ستون 3 نشانگر وزني مولکولي پروتئيني 
Prestain

بحث
G-CSF موشی ابتدا در سال 1983 توسط نیکولا شناسایی شد و 

تا حدودی تخلیص شد )10(. یکی از مهم ترین مصارف درمانی 
این  نوتروفیلی است.  بیماری کاهش  hG-CSF در جهت درمان 

بیماری همراه با کاهش تعداد نوتروفیل های خون از حد طبیعی 
ژنتیکی،  نقص ‌های  با  افرادی  در  که  است  لیتر  هر   109×1/5در 

فارماکولوژیکی،  دنبال دستکاری ‌های  به  استخوان  سرکوب مغز 
عفونت‌ ها و بیماران سرطانی که تحت شیمی درمانی می باشند، 

مشهود است )17(.
کدون  به  است  ممکن   hG-CSF نوترکیب  پروتئین  بالای  بیان 
بهینه شده ژن این پروتئین مربوط باشد. جایگزینی کدون های 
نادر با کدون های بهینه شده ژن ها می تواند بیان پروتئین را به 
طور معنی دار افزایش دهد )8، 10 و 14(. در واقع امروزه، این 
در سطوح   hG-CSF نوترکیب  پروتئین  تولید  منظور  به  راهبرد 
بیان بالاتر انجام می شود )4، 11 و 12(. هم چنین بیان بالای 
پروتئین به صورت اجسام توده ای نامحلول ممکن است به دلیل 
حفاظت پروتئین از پروتئاز ها باشد )14(. از طرفی ممکن است 
کدون های بهینه شده در حفاظت پروتئین های تازه تولید شده 

از پروتئولیز نقش داشته باشند )9(.
در  تجاری  بصورت   E. coli از  جدیدی  بیانی  های  سویه  اخیرا 
 Origami دسترس هستند. در این مطالعه از سویه جهش یافته
 BL21 سویه  و   (gor و   trxB های  ژن  در  جهش  دو  )دارای 
بیان  به منظور   )ompt و   lon )دارای جهش در ژن های پروتئاز 
سیتوپلاسمی پروتئین نوترکیب hG-CSF با دو باند دی سولفیدی 

و  پرینز   .)18( شد  استفاده  پروتئین  این  اصلی  ساختمان  در 
یافته  جهش  سویه  در  پروتئین  بیان  که  دادند  نشان  همکاران 
Origami، حتی اگر سطوح بیان نسبت به دیگر میزبان های بیانی 

مشابه باشد، بازده فعالیت پروتئین تا ده برابر در این سویه افزایش 
می یابد )14(. در گزارش فلاح و همکاران از سویه BL21 استفاده 
 G-CSF شده بود )6(، در حالی که در این مطالعه بیان پروتئین
انسانی در سویه Origami و BL21 مقایسه شد که نتایج نشان داد 
 BL21 نسبت به سویه Origami که بیان این پروتئین در سویه
بهتر می باشد. از جنبه کاربرد بالینی، Shyu و همکارانش گزارش 
کردند که استفاده از G-CSF می تواند منجر به بهبودی Rat ها 
از سکته مغزی شود. تزریق زیرپوستی G-CSF به Rat های دارای 
ischemia مغزی می تواند عملکرد عصبی جدید را برانگیزد. هم 

چنین تولید G-CSF کارآمد در مقیاس صنعتی از جنبه بالینی 
می تواند برای درمان بیماری پارکینسون و ischemia مغزی حاد 

و اختلالات عصبی دیگر مفید باشد )2(. 

نتیجه گیری 
پروتئین  بيان  جهت  که  داد  نشان  مطالعه  اين  نتايج 
نوترکیب G-CSF انساني، سويه E. coli Origami سويه مناسبي 
يک  عنوان  به  تواند  مي  سويه  اين  و  باشد  مي  منظور  این  برای 
استفاده  بالا  اين پروتئين در مقياس  بيان  ميزبان مناسب جهت 
گردد. پیشنهاد می شود، بیان این پروتئین نوترکیب در میزبان 
های بیانی یوکاریوتی نیز بررسی شود و در نهایت برای کاربردی 

نمودن جنبه بالینی آن، در مدل حیوانی آزمون شود. 

سپاسگزاري
دانشگاه  زیستی  فناوری  و  علوم  پژوهشکده  محترم  ریاست  از 
و  تشكر  پروژه  اين  مالي  منابع  تأمين  براي  اشتر  مالک  صنعتی 

قدرداني مي شود.
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