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Abstract 
Escherichia coli is the first bacteria on which cloning and protein expression are carried out. The purpose of 

this study was to summarize the numerous articles published in the field of protein expression in Escherichia 

coli. In studies, researchers in a new project require the production of pure protein, which at the theory level 

is easy to obtain a recombinant protein, but   there are virtually many problems, including low growth of 

host, formation of inclusion, protein not being active, and there is even no protein production in the 

exprimental scale. To enhance the expression of the protein, factors such as suitable host, vector design, 

transcriptional settings, selective markers, and reluctant labels are effective. There are a range of fusion 

proteins that can effect on accurate folding, solubility, and proteolytic resistance. Also the ability to target 

produced proteins to cytoplasm, periplasm, membranes and the culture medium, and some techniques grant 

the ability of post translational modifications in prokaryotic cells. Therefore, the key to the successful 

expression of recombinant proteins in E. coli is a combination of expert manipulation of the components of a 

broad genetic apparatus. 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 9 - شماره -36 پائیز 1398

 اشرشیاکلیدرپروتئیننوترکیبهایافزایشبیانهاوچالششرفتیپ
*1جعفرامانی،1محمدجوادرضائی،2،روحاللهکاظمی1،الهامبهزادی1پردیسسعیدی

 .ايرانولوژی كاربردی، تهران ، يکروبيقات ميمركز تحق ها،  انستيتو سيستم بيولوژی و مسموميت ،( عج)الله  بقيهدانشگاه علوم پزشکی  .1
 .شركت ژن سبز، تهران، ايران .2

 

 چکیده

هدف از اين تحقيق . ترين باكتری است، كه در فرآيند كلونينگ و بيان پروتئين، مورد استفاده قرار گرفته استمهم اشرشياكلیباكتری 
صورت گرفته،  هایمطالعهدر  .استچاپ شده است  (E.coli) اشريشياكلی بندی مقالات فراوانی كه در زمينه بيان پروتئين در جمع

دست آوردن پروتئين هند كه در سطح تئوری مراحل بهستدست آوردن پروتئين خالص  های جديد به دنبال بهمحققين در پروژه
نوتركيب بسيار آسان است اما در عمل مشکلات بسيار زيادی از جمله رشد ضعيف ميزبان، تشکيل انکلوزيونی، فعال نبودن پروتئين و 

سازی شرايط تخمير،  نهيبهجهت افزايش بيان پروتئين، عواملی نظير ميزبان مناسب،  . حتی عدم توليد پروتئين در مسير وجود دارد
 شده ديتول نيپروتئ یريگ هدفقابليت . ندهستثری ؤی، عوامل مليتما یها برچسبوكتور، تنظيمات رونويسی، ماركر انتخابی،  ساخت

 های سلول به ترجمه ازاصلاحات پس  یبرخ يیتوانا یاعطا ،رشد طيو مح یو داخل یخارج یغشاها ی پلاسم،پر توپلاسم،يبه س
 یبيتركاشريشياكلی  یدر باكتر بينوترك یها نيپروتئ زيآم تيموفق انيب یبرا یاصل ديلذا كل. گردد یم ميسر هايی کيبا تکن وتيپروكار

 .است یکيجعبه ابزار گسترده ژنت یاجزا  ماهرانه یاز دستکار

 ، ساخت وكتور، ماكر انتخابی، رونويسیهای بيانی ، سيستم اشريشياكلیبيان نوتركيب، :کلیدیهایواژه

مقدمه
های  های نوتركيب در سيستم بدون شک توليد پروتئين

در عصر حاضر . ميکروبی انقلابی در بيوشيمی بوده است
الجثه های عظيم ديگر توليد اندک پروتئين در بافت كمابيش

حيوانات و گياهان و نياز به حجم زيادی از مايعات بيولوژيک 
. برای تخليص مقادير كمی از پروتئين از بين رفته است

يک پروتئين خالص  ابتدايک پروژه جديد در محققينی كه 
دست آوردن آن در يک  فکر به  بلافاصله به آورند، دست می به

قابليت بيان و تخليص پروتئين . افتند فرم نوتركيب می
 هایخصوصيتنوتركيب به ميزان زياد، امکان بررسی 

يندهای صنعتی و توسعه آبيوشيميايی آن، استفاده از آن در فر

-در سطح تئوری، مراحل به .(1)دهد  تجاری را میمحصولات 

ژن مورد نظر . دست آوردن پروتئين نوتركيب بسيار آسان است
در يک وكتور بيانی كلون و به ميزبان منتخب منتقل شده، 
بيان ژن القاء و سپس پروتئين برای تخليص و تعيين 

در عين حال، مشکلات بسياری . گردد آماده می هایخصوصيت
رشد ضعيف ميزبان، تشکيل جسم . تواند وجود داشته باشد می

، فعال نبودن پروتئين، و حتی عدم توليد 1(IB)انکلوزيونی 
هستند كه اغلب در مسير وجود  هايیپروتئين، برخی از مشکل

با تمام اين اوصاف، بيان و تخليص پروتئين نوتركيب، . دارند
 1791در سال  .(1)طور مداوم در حال پيشرفت است به

Stanley Cohen  وHerbert Boyer  پيشگام استفاده از
نوتركيب برای كلونينگ و بيان ژن در  DNAتکنولوژی 

استفاده از بيان ژن نوتركيب برای توليد . موجودات ديگر بودند
به يک صنعت چندين  1791صنعتی پروتئين در دهه 

ها تحقيق فشرده، هيچ  با وجود سال. ميلياردی تبديل شد
 دارد كه بتواند برای توليد صنعتینود سيستم بيان جهانی وج

                                                           
1 Inclusion Body 

 :مسئولسندهینو
انستيتو سيستم بيولوژی و  ،( عج)الله  بقيهدانشگاه علوم پزشکی 

 كاربردیولوژی يکروبيقات ميمركز تحق ها، مسموميت
 Jafar.amani@gmail.com: یکيالکترون پست 

   1179۳7۳9 :تاريخ دريافت
 117۳۳1۳22: تاريخ پذيرش
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله مروری
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

 

به اين دليل، بايد . سطوح بالا از هر ژن نوتركيب استفاده شود
موردنظر   آل برای ژنقبل از توليد، ارگانيسم ميزبان ايده

انتخاب يک سيستم بيانی پروكاريوتی برای  .(2)شناسايی شود 
توليد انبوه پروتئين نوتركيب به فاكتورهای زيادی بستگی 

 های رشد سلول، سطوح بيان،اين فاكتورها شامل ويژگی. دارد
سلولی، اصلاحات پس از ترجمه، و فعاليت  بيان داخل و خارج

بر موارد تنظيمی در توليد بيولوژيک پروتئين مورد نظر، علاوه
بر اين، انتخاب سيستم بيانی ويژه، علاوه. هاستپروتئين

بندی از نظر طراحی، پردازش و ساير ملاحظات مستلزم بودجه
ی بيانی باكتريايی، هاهای نسبی سيستممزيت. اقتصادی است

 Marinoمخمر، حشره و پستانداران با جزئيات كامل توسط 
چنين، هم. خوبی توضيح داده شده استدر يک مقاله مروری به

Datar  و همکارانش، مسائل اقتصادی مربوط به توليد پروتئين
-های باكتريايی و پستانداران را مورد بررسی قرار دادهدر سلول

 . (1)اند 
  

فراوانی است كه در  هایهبندی مقالجمع ،هدف اين مطالعه
چاپ شده و تمركز بر اشريشياكلی  در پروتئينزمينه بيان 

های تجربی سودمند برای توليد های بيانی و روشسيستم
و مرور فرآيندهای اخير در اين زمينه  ی فعالهاپروتئين تربيش

 .استاز ديگر اهداف اين بررسی 


  وترکیبمیزبانمناسببرایتولیدپروتئینن

های نوتركيب پروكاريوتی و  برای توليد بسياری از پروتئين
. های بيان باكتريايی انتخاب ارجح هستند يوكاريوتی، سيستم

و   ها شناخته شده اند، ژنتيک آن به صرفهها مقرون زيرا باكتری
های بيانی در دسترس  های بسيار مختلفی از باكتری سيستم

های موجود برای بيان پروتئين نوتركيب،  در ميان ميزبان. است
دليل چندين فرد، بهدر يک موقعيت منحصر به اشريشياكلی

دهه پژوهش گسترده در فيزيولوژی رشد و ژنتيک آن و نيز در 
ای از ابزارهای بيوتکنولوژی برای  ترس بودن دامنه گستردهدس

 اشريشياكلیارزش . استمهندسی ژنتيک اين ارگانيسم 
دليل نرخ ويژه به عنوان يک ميزبان برای بيان نوتركيب، به به

رشد سريع آن، ظرفيت فرمانتاسيون مداوم، هزينه پايين 
در  .ها و سطح بيان بالا است گستردگی حامل  محيط كشت،

هايی كه ساختارهای سه بعدی  از تمام پروتئين% ۳1حدود 

های  وجود دارد، پروتئين( PDB)ها در بانک داده پروتئين  آن
در هرحال، با وجود دانش . (2)هستند  اشريشياكلیموجود در 

 امکان، اشريشياكلیعميق در مورد ژنتيک و بيولوژی مولکولی 
اين . طور كارآمد در اين ارگانيسم وجود نداردبيان هر ژنی به

ساختاری دقيق و  هایخصوصيتعلت له ممکن است بهأمس
و  mRNAفرد توالی ژن، پايداری و ساختار دوم منحصر به

كارايی ترجمه آن، سهولت تاخوردگی پروتئين، تجزيه پروتئين 
های اساسی در ترجيح توسط پروتئازهای ميزبان، تفاوت
، حلاليـت و اشريشياكلیكدونی بين ژن خارجی و عادی 

خوشبختانه . اشدسميت بالقوه پروتئين خارجی در ميزبان ب
توانند در طراحی اند كه میيکسری قوانين تجربی شناخته شده

-بينیكننده باشند و عدم پيشيک سيستم بيانی، هدايت
-مهم. (1)محدود نمايند  اشريشياكلیپذيری، اين پروسه را در 

شامل ناتوانی  اشريشياكلیترين اشکال در سيستم بيانی 
-باكتری در انجام بسياری از اصلاحات پس از ترجمه پروتئين

های پيچيده  های يوكاريوتی است، لذا ساخت و توليد پروتئين
با عدم توانايی در تشکيل پيوندهای  اشريشياكلیيوكاريوتی در 

ثبات  دی سولفيدی و گليکوزيلاسيون موجب توليد پروتئين بی
عدم وجود سيستم ترشحی كارآمد  .گردد و غير عملکردی می

تواند  برای آزادسازی پروتئين به محيط كشت گاهی می
 اغلبهای هترولوگ با تيتر بالا  توليد پروتئين. دردسرساز باشد

موجب پاسخ استرس و يا تحمل متابوليک، و در نتيجه 
های هترولوگ و تشکيل  تاخوردگی اشتباه و تخريب پروتئين

ردد كه از مشکلات اساسی ديگر گ اجسام انکلوزيونی می
عنوان افزايش توليد استات به. است اشريشياكلیاستفاده از 

محصول متابوليسم در حين تخمير، معضل مهم ديگر در 
كه هنگامی. عنوان ميزبان استبه اشريشياكلی استفاده از

سرعت توانند به سرعت رشد سلول بالاست منابع كربن نمی
طور كلی به. شوند تات تبديل میمتابوليزه شوند و به اس

تواند  مشاهده شده است كه حتی غلظت كم استات هم می
از طرفی . (4)های نوتركيب گردد  مانع رشد و توليد پروتئين

های يوكاريوتی فعاليت بيولوژيک كامل بسياری از پروتئين
كنند و بنابراين توليد خود را در فرم غيرگليکوزيله حفظ می

سری از بر اين يکعلاوه. پذير استامکان اشريشياكلی ها در آن
-فرآيندها در نواحی ترشح خارج سلولی و تشکيل باند دی

پذير هستند و بايستی مورد بررسی و آزمايش سولفيدی انجام
عنوان ميزبان وجود دارد ها كانديد احتمالی به ده .قرار بگيرند

خاطر با اين حال، بايد به. كه دارای مزايا و معايبی هستند
ها اختصاصی بوده و در شرايط  داشت كه بسياری از سويه

برای يک بيان اوليه، تنها چند سويه . شوند خاص استفاده می
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

و برخی مشتقات  BL21 (DE3)، مانند  اشريشياكلیباكتری 
 BL21معايبی كه اجداد  .(1)ضروری هستند  K-12اجداد 
عنوان مثال ژن به. اند اند با مهندسی ژنتيک برطرف شده داشته

 OmpTو ژن كدكننده پروتئاز غشای خارجی  Lonپروتئاز 
شوند،  های خارجی می كه موجب تخريب بسياری از پروتئين

ها، مشکل ديگر  بر اينعلاوه. اند های جديد حذف شده در سوش
 hsdSBدليل جهش از دست رفتن پلاسميد به BL21اجداد 

پلاسميدی و تخريب آن بود كه  DNAو در نتيجه متيلاسيون 
 در سويه .های مهندسی شده مرتفع گرديده است در سوش
 T7 RNAPشامل ژن λDE3، پروفاژ  BL21 (DE3)محبوب 

قرار داده شده  BL21در كروموزوم  lacUV5تحت پروموتر 
 .(1) است

 
  گیریوکتورهایبیانیکارآمدشکل

ساخت يک وكتور بيانی مستلزم عناصر متعددی است كه در 
ها بالاترين ميزان سنتز پروتئين بايد درنظر پيکربندی آن

در  اشريشياكلیساختار ضروری يک وكتور بيانی . گرفته شود
باز  111الی  11پروموتر . نشان داده شده است 1شکل 

و قرار گرفته است ( RBS) 2بالادست جايگاه اتصال ريبوزوم
تحت كنترل ژن تنظيمی است كه ممکن است بر روی خود 

 پروموتر. وكتور باشد يا در كروموزوم ميزبان الحاق شده باشد
حدود در شامل توالی هگزانوكلئوتيدی است كه  اشريشياكلی

قرار گرفته و ( -13ناحيه )باز بالادست باز شروع رونويسی  13
انداز كوتاه از يک توالی هگزانوكلئوتيدی  توسط يک فاصله

پروموترهای زيادی برای . جدا شده است( -11ناحيه )ديگر 
وجود دارند، از جمله انواع مشتق شده  اشريشياكلیبيان ژن در 
يک (. 1جدول )های گرم مثبت و باكتريوفاژها از باكتری

: های مطلوب متعددی استپروموتر مناسب دارای ويژگی
-به)ايد قوی باشد، سطح بيان پايه در آن پايين است پروموتر ب

، به آسانی قابل انتقال به (عبارت ديگر شديد تحت كنترل است
هزينه است و القاء آن آسان و كم كلیااشريشيهای  ديگر سويه

ای با قرار دارد كه ناحيه RBSدست پروموتر پايين .(1)است 
و  -13( ±2)نوكلئوتيد است؛ اين ناحيه بين موقعيت  34طول 

ناحيه . قرار گرفته است mRNAتوالی كدكننده + 22الی + 17
 16S '3در طی آغاز ترجمه با انتهای  1(SD)دالگارنو -شاين

                                                           
2 Ribosome Binding Site 
3 Shine-Dalgarno 

rRNA فاصله بين . نمايدكنش میبرهمSD  و كدون آغاز در
شود و توالی اين ناحيه امکان باز را شامل می 11الی  3حدود 

-را محدود می mRNA4تشکيل ساختار ثانويه در رونوشت 

تواند كارايی مرحله كند؛ كه تشکيل اين ساختارهای ثانويه می
، RBSدر  '5و  '3 هر دو نواحی. آغاز رونويسی را كاهش دهد

دهند تمايل به داشتن محتوای آدنين بالايی از خود نشان می
(1). 

 
اصلی و اجزای توالی يک وكتور  هایخصوصيتنمايش كلی از  -1شکل

است كه توسط يک  10-و  35-های پروموتر حاوی توالی. بيانی پروكاريوت
دهنده مسير رونويسی ها نشانپيکان. اندبازی از هم جدا شده 19توالی 
كدون آغازی به  1. است( SD)لگارنو اشامل توالی شاين د RBS. هستند

در ميان سه . نشان داده شده است اشريشياكلیها در  همراه فراوانی آن
قرار گرفته كارآمدترين توالی خاتمه  Uكه پس از آن  UAAكدون پايانی، 

-كد می( R)رپرسور توسط يک ژن تنظيمی . است كلیااشريشيترجمه در 

شود، كه ممکن است در خود وكتور وجود داشته باشد يا در كروموزوم 
دهنده خاتمه. دهدير میميزبان الحاق شود و فعاليت پروموتر را تغي

بر علاوه. كندو وكتور عمل می mRNAدر جهت پايداری ( TT)رونويسی 
عنوان مثال تتراسايکلين، گزينش بيوتيک، بهاين، يک ژن مقاومت به آنتی

تعيين ( Ori)نمايد، و مبداء همانندسازی فنوتيپيک وكتور را تسهيل می
 .كننده تعداد كپی از وكتور است

-دست توالی آغاز قرار گرفته و بهدهنده رونويسی، پايينخاتمه

عنوان يک چنين بهعنوان سيگنالی برای خاتمه رونويسی و هم
-، حفاظت 3حلقه-عنصر حفاظتی متشکل از ساختارهای ساقه

دهنده از تخريب اگزونوكلئوليتيک و افزايش mRNAكننده 
فوق كه بر اجزای علاوه .كند، ايفای نقش میmRNAعمر نيمه

دارای تأثير مستقيم بر كارايی بيان ژن هستند، وكتورها حاوی 
بيوتيک را به سلول ميزبان ژنی هستند كه مقاومت به آنتی

-آمپی. انتقال داده و در غربالگری و ازدياد پلاسميد نقش دارد

گيرد؛ با اين هدف مورد استفاده قرار می یعمومطور بهسيلين 
های درمانی مربوط به انسان، روتئينحال، برای توليد پبا اين

 اجتناب ازمنظور بيوتيکی بهساير ماركرهای مقاومت آنتی
در نهايت، . شوندهای آلرژيک احتمالی، ترجيح داده میواكنش

                                                           
4 Messenger RNA 
5 Stem-loop 
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. شودتعداد كپی پلاسميد توسط مبدأ همانندسازی تعيين می
منجر   های خارج از كنترلدر موارد خاص، استفاده از رپليکون

تکثير بيش از حد پلاسميد و متعاقب آن توليد مقادير به 
در . های كدشونده توسط پلاسميد خواهد شدفراوان پروتئين

ای در استفاده از رسد كه فايدهنظر میديگر موارد، به
 pBR322پلاسميدهايی با تعداد كپی بيش از پلاسميدهای 

و همکارانش گزارش  Vasquezبراين، علاوه. وجود ندارد
نمودند كه افزايش تعداد كپی پلاسميد توليد تريپسين را در 

دريافتند كه  Baileyو  Minasدهد و كاهش می لیكاشريشيا
حضور پروموترهای قوی در پلاسميدهای با تعداد كپی بالا، 

ترين  متداول .(1)كند شديد زندگی سلول را مختل می
گيرند از  میپلاسميدهای بيانی كه امروزه مورد استفاده قرار 

های  تركيب چندين رپليکون، پروموتر، ماركر انتخابی، سايت
های پروتئين فيوژن شکل  كلونينگ متعدد، و استراتژی

همين دليل، كاتالوگ وكتورهای بيانی به(. 1شکل)اند  گرفته
موجود بسيار گسترده است و انتخاب يک وكتور مناسب بسيار 

ری و انتخاب آگاهانه، گي برای تصميم. كننده خواهد بود گيج
ها بايد به دقت و با توجه به نيازهای تحقيق ارزيابی  اين ويژگی

 .(1)شوند 
 

رپلیکون
عنوان يک واحد ها عناصر ژنتيکی هستند كه به رپليکون

پلاسميدها حاوی . كنند مستقل تکثير و همانندسازی می
يک رپليکون شامل يک منشأ همانندسازی . ندهسترپليکون 

يک پارامتر  .مرتبط با آن است 9همراه با عناصر كنترلی سيس
. است ۳مهم هنگام انتخاب يک وكتور مناسب تعداد كپی

اين منطقی  .كنترل تعداد كپی در رپليکون واقع شده است
عنوان واحدهای تر، بهكه دوز پلاسميد بيش رداست كه فکر ك

تر بيانی بيشتر در سلول، معادل توليد پروتئين نوتركيب بيش
تر، ممکن است با با اين حال، تعداد پلاسميد بيش. باشد

تر، ميزان رشد باكتری را كاهش تحميل بار متابوليک بيش
لاسميد شده، و بنابراين ثباتی پ دهد و ممکن است موجب بی

-به. های سالم برای سنتز پروتئين كاهش يابد تعداد باكتری

                                                           
6  Runaway replicons 

7  cis-acting control elements 

8  copy number 

تر برای بيان پروتئين همين دليل، تعداد كپی پلاسميد بيش
وكتورهای  .يستوجه به معنی افزايش بازده توليد نهيچبه

مشتق از ) pMB1، دارای منشأ pETمعمول، مانند سری 
ColE1 ،13  كپی در هر سلول؛ بوليوار و همکاران،  1 تا
جهش pMB1 هستند، در حالی كه يک نوع منشأ ( 1799

كپی در هر  911تا  311)موجود است  PUCيافته در سری 
كپی در هر  21تا  13)نوع وحشی  ColE1منشأ . (3) (سلول
. يافت pQE  (Qiagen)توان در وكتور را می ( ،9) لسلو
توانند با هم  ها همه در يک گروه ناسازگارند كه يعنی نمی اين

ها برای به خدمت گرفتن  در يک سلول تکثير شوند، بلکه آن
برای . (۳)كنند  عوامل همانندسازی سلول با يکديگر رقابت می

-بيان دو پروتئين نوتركيب با استفاده از دو پلاسميد، سيستم

 سری پلاسميدهای )در دسترس هستند  p15Aهايی با منشأ 

 pACYC وpBAD ،11  (7 ،11) (سلول كپی در هر 12تا. 
 

شود، اما با استفاده از ندرت انجام میهرچند بيان سه گانه به
اين پلاسميد تحت . قابل انجام است pSC101پلاسميد 

كنترل دقيق همانندسازی است، لذا تعداد كپی آن كم است 
در مواردی كه دوز بالايی . (11) (كپی در هر سلول 3كمتر از )

از يک ژن كلون شده باشد و يا محصول برای سلول يک اثر 
بار داشته باشد، استفاده از پلاسميدهای حاوی اين  زيان

روش . (12, 11) سوب شودتواند يک مزيت مح رپليکون می
است كه ( Novagen) 7ديگر، استفاده از وكتورهای دوئت

توان با كلون كردن دو ژن در پلاسميد بيان دوگانه را  می
پلاسميدهای دوئت دارای دو سايت كلونينگ، . تسهيل نمود

و lac ، يک اپراتور T7ها يک پروموتر  كه قبل از هريک از آن
با تركيب . يک سايت اتصال ريبوزوم تعبيه شده است
ن نوتركيب را وكتورهای مختلف سازگار دوئت، تا هشت پروتئي

 .(1)توان از چهار پلاسميد بيانی توليد نمود  می


مارکرانتخابی
های فاقد پلاسميد، ماركر  برای جلوگيری از رشد سلول

در سيستم . مقاومت به ستون فقرات پلاسميد اضافه شده است
بيوتيکی به اين  های مقاومت آنتی معمولاً ژناشريشياكلی، 

                                                           
9  Duet vectors 
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سيلين توسط ژن  مقاومت به آمپی. شوند منظور استفاده می
bla د كه كن شود كه يک آنزيم پری پلاسمی توليد می كد می

لاكتام را غيرفعال -βهای  بيوتيک لاكتام از آنتی-βحلقه 
شود  بتالاكتاماز به طور مداوم ترشح می βحال،  ينبا ا. كند می

بيوتيک را به دنبال دارد و طی چند ساعت  و تخريب آنتی
در اين وضعيت، در . (14) شود تمام می كمابيشسيلين  آمپی

های فاقد پلاسميد مجاز به افزايش تعداد  حين كشت، سلول
 طور تجربی تأييد نشده، عوامل انتخابی كههرچند به. ندهست

 (13) ها بر اساس تخريب است، مانند كلرامفنيکل مقاومت آن
. توانند اين مشکل را داشته باشند نيز می ( 1) و كانامايسين

همين دليل، نشان داده شده است كه در حين كشت به
اساس ، زيرا مقاومت بر (19) تتراسايکلين بسيار پايدار است

-به. (1۳) های مقاوم است بيوتيک از سلول جريان فعال آنتی

ها تلاش  ها و گسترش مقاومت به آن بيوتيک دليل هزينه آنتی
بيوتيک  های پلاسميدی فاقد آنتی زيادی برای توسعه سيستم

ها بر اساس تمايل شديد  اين سيستم. صورت گرفته است
های فاقد پلاسميد  ای كه سلول هستند، پديده 11پلاسميدی

عنوان مثال، اگر يک ژن به. به رشد و يا زندگی نيستندقادر 
گيرد،  ضروری از ژنوم باكتری حذف شده و در پلاسميد قرار 

. مرد های فاقد پلاسميد خواهند  پس از تقسيم سلولی، باكتری
به های تمايل شديد پلاسميدی با توجه انواع مختلف سيستم
-آنتی۳ وكسينهای بر اساس ت سيستم( 1: )عملکرد وجود دارند

( 1)های بر اساس متابوليسم، و  سيستم( 2)توكسين، 
كه ثابت شده در حالی. های تيتراسيون اپراتور رپرسور سيستم

آوری در فرمانتورها و در مقياس وسيع موفق بوده  است اين فن
های بيانی بر اساس تمايل شديد پلاسميدی  است، سيستم

 .(1)طور گسترده فراگير نشده است هنوز به
 

هایتمایلیبرچسب
در طراحی يک پروژه كه در آن يک پروتئين نوتركيب فعال، 

( الف)ای برای  محلول و خالص مورد نياز است، داشتن وسيله
رسيدن به حداكثر ( ب)تشخيص در حين بيان و تخليص، 

تخليص آسان از محيط كشت باكتری، بسيار ( ج )حلاليت، و 
 برچسب)بيان يک زنجيره از اسيدهای آمينه . ارزشمند است

                                                           
10  plasmid addiction 

در ( 12فيوژن پروتئين)پپتيد بزرگ  و يا يک پلی( 11پپتيدی
سر پروتئين دلخواه به شکل يک پروتئين كايمريک، پشت

در تخليص  .دهد امکان رسيدن به اين سه هدف را می
هايی استفاده نمود كه  های نوتركيب بايستی از روش پروتئين
 های توليد حداقل و كميت، كيفيت، پايداری و فعاليت هزينه

لذا از تکنيک . پروتئين تخليص شده نيز حفظ گردد
كروماتوگرافی تمايلی، كه بر اساس ميل جذبی خيلی بالای 

متصل به پروتئين نوتركيب به يک ليگاند  11برچسب تمايلی
با (. 2شکل )گردد  تثبيت شده روی ستون است، استفاده می

كمک اين تکنيک ضمن كاهش تعداد مراحل خالص سازی، 
در تکنولوژی . ئين را نيز می توان افزايش دادخلوص پروت

DNA  نوتركيب، با الحاق يک دنباله با ميل جذبی بالا به يک
ترمينال پروتئين نوتركيب،  Cيا  Nليگاند خاص، به ناحيه 

توان يک خصوصيت  ، می(Tag)تحت عنوان نشانه يا برچسب 
باندينگ خاص به پروتئين داد كه تخليص آن را تسهيل 

ترين ابزارهای مورد استفاده در افزايش  يکی از مهم. دنماي می
های فيوژن  سطح بيان محصولات پروتئينی نوتركيب برچسب

بر سهولت تخليص موجب تسريع پروتئينی هستند، كه علاوه
ها  های طبيعی ساختاری و عملکردی پروتئين در بازيابی ويژگی

ها با  برچسبدر حال حاضر، محققان انواع مختلفی از . شوند می
ها را قادر ساخته  كاربردهای چندگانه را در اختيار دارند، كه آن

ترين روش توليد و تخليص پروتئين نوتركيب را  مطلوب
  .برگزينند

 
سازی رايج مورد استفاده به سه گروه  های خالص برچسب

های مهندسی  ، دمين14های طبيعی دمين: شوند تقسيم می
های  های طبيعی، پروتئين دمين پروتئين يا. و پپتيدها 13شده

هايی با  كروی كوچک با ويژگی اتصال طبيعی، شامل آنزيم
گالاكتوزيداز  -βمانند )تمايل جذبی با سوبسترا يا مهار كننده 

ها يا  چنين پروتئين، هم((GST)ترانسـفراز -Sو گلوتـاتيون 
مانند پروتئين قابل )های قابل اتصال به كربوهيدرات  دمين

های قابل اتصال به  و دمين(( MBP)ه مالتوز اتصال ب

                                                           
11  peptide tag 

12  fusion partner 

13  Affinity Tag 

14 Native Domains 
15 Engineered Domains 
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های  ، پروتئينSPGاستافيلوكوكی، A مانند پروتئين)پپتيد پلی
 .ندهست( يدينومتصل شونده به استرپت

 

جدا شدن پروتئين نوتركيب متصل به برچسب مراحل اتصال و-2شکل
ليگاند های كروماتوگرافی تمايلی حاوی ماتريکسی متصل به  ستون. تمايلی

هنگامی كه كليه پروتئين های محلول از ستون عبور داده . اختصاصی است
شوند، تنها پروتئين نوتركيب مورد نظر كه متصل به برچسب تمايلی  می

در مرحله بعد می توان با . تواند با تمای بالا به ليگاند متصل شود است می
يک استفاده از هضم پروتئوليتيک از محل سايت برش و سپس با 

از (. مسير سمت چپ)شستشوی ساده پروتئين نوتركيب را تخليص نمود 
طرف ديگر می توان فيوژن پروتئين را از ستون جدا و سپس با آنزيم 

(.مسير سمت راست)پروتئين را از برچسب جدا كرد 

هـايی بـا خصوصـيات  ، پـروتئينهای مهندسی شده دمين
شوند و  ی میهای مهندسی پروتئين طراح مطلوب توسط روش

انواع مناسبی از برچسب را كه مناسب بـا الگـوی خـالص 
های بـاردار  ها دمين از جمله آن. كنند سـازی هستند ايجاد می

  His1هـای همراه با  ، دمـين(acid Zو  basic Zمانند )شـده 
پپتيدها، برچسب های . باشند می 19های آنتی ايديوتيپ و دمين
ها  كه سـلول جهـت توليـد آنسازی كوتاهی هستند خالص

كند و حذف برچسب و پروسه  تـری صرف میانـرژی كم
هـا  از جملـه ايـن برچسـب. تر است كلونينگ آن آسان
، پپتيدهای بايندينگ با پروتئين (FLAG)پپتيدهای آنتی ژن 

باينـدينگ، پپتيـدهای باردار شده  -و پپتيدهای اسـترپتويدين
 .را می توان نام بردو پپتيدهای باند با فلز 

                                                           
16 Patched-His Domains 

17 Antiidiotypic Domains 

های مکمل  های پپتيدی كوچک و توالی از انواع رايج برچسب
، His-tag ،Gst-tag ،MBP-tagتوان به  معروف به دنباله می

Arg-tag ،C-Myc  وstrep-tag در اين ميان . اشاره نمود
His-tag از آنجا كه . هاست ترين اين توالی متداول

ها در دسترس است،  های تجاری برای همه آن بادی آنتی
توان با روش وسترن  پروتئين نوتركيب برچسب خورده را می

برخی محققان . بلات، همراه آزمايش بيان شناسايی نمود
تر های پپتيدی به دليل كوچک بودن كم معتقدند كه برچسب

احتمال دارد كه در ساختار و عملکرد پروتئين فيوز شده 
موارد ممکن است بر  با اين حال، در برخی از. دخالت كند

 هایساختار سوم و يا فعاليت بيولوژيکی پروتئين كايمريک اثر
وكتورهايی در دسترس هستند كه در . منفی داشته باشند

ترمينال و -Nها امکان استقرار برچسب در هر دو موقعيت  آن
هنگامی كه برای ترشح پروتئين )ترمينال وجود دارد -Cيا 

ال پپتيد وجود داشته باشد، ترمينال سيگن-Nنوتركيب، در 
اگر ساختار سه بعدی پروتئين مورد (. گزينه دوم بهتر است

نظر در دسترس باشد، بهتر است برچسب در انتهايی قرار گيرد 
پس از  1۳حذف برچسب .(1)كه در دسترس حلال است 

. پذير است های آنزيمی يا شيميايی امکان سازی با روشخالص
غيـر اختصاصـی عمـل كـرده و  نسـبتبههيدروليز شيميايی 

منجـر بـه بـرش ناخواسته درون پروتئين هدف شده و اغلب 
 معمولطور بهلذا . شود موجب دناتوره شدن پروتئين می

های پروتئوليتيک استفاده شود  شود از آنزيم ترجيح داده می
(1). 

 
تنظیماترونویسی

پروموتر

در مجاورت محل شروع  DNAيا راه انداز ژن توالی  17پروموتر
. است( ها محلی اتصال پليمراز و ساير پروتئين)برداری نسخه

بر شروع رونويسی در تنظيم سرعت و مقدار پروموتر علاوه
ها را ثر است و لذا سطح اول تنظيم ژن در باكتریؤرونويسی م
بايد  اشريشياكلیپروموتر مورد استفاده در . دهدتشکيل می
داشته باشد تا برای سنتز فراوان  ایويژه هایخصوصيت

يعنی ميل )كه بايستی قوی اول اين. پروتئين مناسب باشد

                                                           
18 Tag Removal 
19 Promoter 
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 11باشد و پروتئين نوتركيب را تا ( مراز زيادتركيبی آن با پلی
تر از كل پروتئين سلول توليد درصد، يا حتی بيش 11الی 
دوم اينکه بايد حداقل ميزان فعاليت رونويسی را داشته . نمايد

بيان ژن در مقياس بالا مستلزم رشد سلول با تراكم بالا . شدبا
و حداقل فعاليت پروموتر است كه پس از القاء يا مهار سركوب 

پروموتر برای سنتز  تنظيم شديد. دهدپروموتر رخ می
هايی كه ممکن است برای سلول ميزبان مضر باشند، پروتئين

وتاويروس، ر VP7عنوان مثال، پروتئين سمی به. ضروری است
برد و توليد آن بايد طور قابل توجهی از بين میها را بهسلول

حال، در بعضی با اين. شده باشدتحت شرايط شديد كنترل
ترين اهميت است زيرا حتی كمموارد محدوديت پروموتر بی

ثری بقا ؤطور معلت سميت شديد، بهمقادير محصول ژن، به
هايی كه نوان مثال، مولکولعبه. اندازدباكتری را به خطر می

-كنند يا پتانسيل غشا را از بين میها را غيرفعال میريبوزوم

های ه سلول ميزبان محدود به ژنسميت . برند، كشنده هستند
های خارجی نيست بلکه بيان بيش از حد يکسری از ژن

پروتئين غشای ، كدكننده يک ليپوtraTطبيعی از جمله 
در غياب متيلاز تغيير  EcoRIدودالاثر خارجی، اندونوكلئاز مح

های بيانی كه بر اين سيستمعلاوه. است lonدهنده آن، و ژن 
توانند سبب ناپايداری پلاسميد، اند میطور ناقص مهار شدهبه

، و افت توليد پروتئين نوتركيب شوند كاهش نرخ رشد سلول
(1) . 

 منظور بيان مقادير بالای ژن در پروموترهای مورد استفاده به -1جدول 
 اشريشياكلی

 منابع القاکننده تنظیمکننده پروموتر
lac lacI, lacIq IPTG (Gronenborn 

1976) 
lacI(Ts)a , 
lacIq(Ts)a , 
lacI(Ts)b 

Thermal (Hasan, N. et 
al. 1995) 

trc and tac LacI, LacIts IPTG, thermal (Brosius et al. 
1985) 

trp  Trp starvation- 
indole acrylic 

acid 

(Masuda, K. et 
al. 1996) 

lpp  IPTG -lactosec (Derman, A. et 
al. 1993) 

phoA phoB(positive), 
phoR (negative) 

Phosphate 
starvation 

(Miyake et al. 
1985) 

recA lexA Nalidixic acid (Easton, A. et 
al. 1991) 

araBAD araC L-Arabinose (Guzman et al. 
1995) 

proU  Osmolarity (Herbst, B. et 
al. 1994) 

cst-1  Glucose 
starvation 

(Tunner, J. R.et 
al. 1992) 

tetA TetR Tetracycline (Skerra 1994) 
rhaP BAD RhaR, RhaS L-rhamnose (Haldimann et 

al. 1998) 

Pm XylS m-toluic acid (Blatny et al. 
1997) 

cadA cadR pH (Chou, C. et al. 
1995) 

nar fnr (FNR, 
NARL) 

Anaerobic 
conditions, 
nitrateion 

(Lee, J. et al. 
1996) 

tac, hybrid lacI, lacIq 
lacId 

IPTG 
Thermal 

(Amann, E. et 
al. 1983) 

(Xue, G.-P. et 
al. 1996) 

trc, hybrid lacI, lacIq 
lacI(Ts) a , 
lacIq(Ts)a 

IPTG 
Thermal 

(Brosius, J. et 
al. 1985) 

lpp-lac, hybrid lacI IPTG (Hsiung, H. M. 
et al. 1989) 

Psyn, synthetic lacI, lacIq IPTG (Giacomini, A. 
et al. 1994) 

pL (λ) λcIts857 Thermal (Elvin et al. 
1990) 

pL-9G-50, mutant 
(λ) 

 Reduced 
temperature 

(>20ºC) 

(Giladi, H. et 
al. 1995) 

cspA  Reduced 
temperature 

(>20ºC) 

(Mujacic et al. 
1999) 

pR, pL, tandem (λ) λcIts857 Thermal (Elvin, C. et al. 
1990) 

T7 (T7) λcIts857 Thermal (Studier and 
Moffatt 1986) 

T7-lac operator 
(T7) 

lacIq IPTG (Studier and 
Moffatt 1986) 

λpL, pT7, tandem 
(λ, T7) 

λcIts857, lacIq Thermal, IPTG (Mertens, N. et 
al. 1995) 

T3-lac operator 
(T3) 

lacIq IPTG (Giordano, T. J. 
et al. 1989) 

T5-lac operator 
(T5) 

lacIq, lacI IPTG (Bujard, H. et 
al. 1987) 

T4 gene 32 (T4)  T4 infection (Duvoisin, R. 
M. et al. 1986) 

nprM-lac operator 
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lacIq IPTG (Yamada, M. et 
al. 1991) 

VHb (Vitreoscilla 
spp.) Protein A 
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aureus) 

 Oxygen, 
cAMP-CAPe 

(Khosla, C. et 
al. 1990) 

a lacI gene with single mutation, Gly-187 → Ser 
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b  lacI gene with three mutations, Ala-241 → Thr, Gly- 
265 →Asp, and Ser-300→Asn 

 Ala-241       Thr, Gly-2 3       Asp, andبا سه جهش،  lacIژن -2

Ser-300       Asn 
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inducible promoter by insertion of the lacUV5 

promoter/operator region downstream of Plpp. Thus, 
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 lacUV5منطقه اپراتور ۳ با درج پروموتر ( Plpp)سازنده  lppپروموتر -1

فقط  اني، ب نيبنابرا. شد ليتبد يیمروج القا کيبه  Plppدست از  نييدر پا
 دهد یدر حضور القا كننده لاک رخ م

d Wild-type lacI gene 
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3- cAMP-CAPفعال كننده  ني، پروتئAMP-catabolite  چرخهAMP 
 

پروموتر -های اپراتورسيستمی فراوانی در زمينه هایهمطالع
دهند كه با تغيير موقعيت  صورت گرفته و نشان می lac برپايه

برابر  91اپراتور درون توالی پروموتر، سطح بيان پروتئين تا 

 

بازی اپراتور بين  19كه توالی بنابراين، زمانی. قابل تغيير است
 91الی  31قرار بگيرد مهار بيان پروتئين  -13و  -11نواحی 

يا  -13تر از زمانی است كه اپراتور بالادست ناحيه برابر بيش
 .قرار گرفته باشد -11دست ناحيه پايين

 
سومين ويژگی مهم پروموتر قابليت القاء پذيری آن به شکلی 

از جمله پروموترهايی كه برای . به صرفه استآسان و مقرون
ند، گيرتوليد پروتئين در مقياس بالا مورد استفاده قرار می

هستند ( trp)يا القای شيميايی ( λpL)تحت القای دمايی 
 IPTGكه توسط  trcيا  tacپروموترهای هيبريد (. 1جدول )
(IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside))  القاء

طور وسيعی در شوند، پروموترهای قدرتمندی هستند كه بهمی
حال، استفاده اينبا . گيرندتحقيقات پايه مورد استفاده قرار می

های علت سميت و هزينه آن، جهت توليد پروتئينبه IPTGاز 
تا  IPTGاين معايب . درمانی مربوط به انسان نامطلوب است

را در توليد  trcيا  tacبه امروز استفاده از پروموترهای 
وجود ژن . های درمانی انسان، محدود نموده استپروتئين
حساس به دما، امکان  lacور كدكننده رپرس lacI(Ts)موتان 

اين  برعلاوه. القای دمايی اين پروموترها را فراهم آورده است
در  trcوكتورهای جديد تنظيم شديدی نسبت به پروموتر 

دو رپرسور  تازگیبه. دهندگراد نشان می درجه سانتی 11دمای 
 IPTGبر القاء توسط اند كه علاوهمعرفی شده lacموتان 
تيپ وحشی  lacIكه ژن اينبا. حساس هستند به حرارتنسبت

شديد طور بهتواند توسط دما القاء شود اما اين سيستم می
قابل استفاده نيست،  lacIqهای شده نيست و در سويهتنظيم

زيرا تغيير دمايی توانايی غلبه بر مهار شديد ايجاد شده توسط 
بنابراين اين سيستم . را ندارد lacتوليد بيش از حد رپرسور 
هايی است كه برای ميزبان مضر محدود به توليد پروتئين

 . (1)نباشند 
 

به ساير كه نسبتدهنده به سرما، با وجود اينپروموترهای پاسخ
ها انجام شده است، بيان تری بر روی آنها مطالعه كمپروموتر

فعاليت . اندكارآمد ژن در دماهای پايين را تسهيل نموده
گراد حداكثر  درجه سانتی 21فاژ لامبدا در دمای  pLپروموتر 

اين پاسخ دمايی پروموتر . يابدبوده و با افزايش دما كاهش می
pL يک توالی  كلیااشريشيشده توسط فاكتور ميزبانی الحاق ،

شود؛ اين فاكتور يک پروتئين طور مثبت تنظيم میويژه، به
گی آن متصل و باعث خميد DNAچند منظوره است كه به 

طور ، بهcspAپروموتر ژن اصلی شوک سرمايی، . شودمی
تجزيه مولکولی . مشابه در دماهای پايين دارای فعاليت است

cspA  و پروموترPL ای از منجر به شناسايی نواحی ويژه
DNA شود كه اين نواحی در افزايش رونويسی در دماهای می
روموترهای له امکان گسترش پأتر دخيل هستند؛ اين مسپايين

گراد  درجه سانتی 21تر از كه در دماهای پايين λpLمشتق از 
اساس استفاده از . آوردبسيار فعال هستند، را فراهم می

دهنده به سرما برای بيان ژن بر اين مبناست پروموترهای پاسخ
درجه  21الی  13كه تاخوردگی پروتئين در دماهای 

كه حالیگيرد، درمی گراد تنها اندكی تحت تأثير قرار سانتی
. يابدطور قابل توجهی كاهش میسرعت رونويسی و ترجمه به

در مقابل، اين شرايط زمان كافی برای تاخوردگی مجدد را 
های فعال و اجتناب از تشکيل فراهم آورده و توليد پروتئين
بدون كاهش   ،(اجسام انکلوژن)تجمعات غيرفعال پروتئينی 

ساير  .سازدپذير میبازده نهايی پروتئين هدف را امکان
دارای ( 1جدول )اند بررسی شده تازگیبهپروموترهايی كه 

-تری برای سيستمهای جالبی هستند و اختيارات بيشويژگی

يک  pHعنوان مثال، پروموتر به. آورندهای بيان ژن فراهم می
 41های نوتركيب بيش از پروتئين: پروموتر بسيار قوی است

-درصد كل پروتئين سلول را به خود اختصاص می 31الی 

های مختلف متفاوت البته اين سطح بيان، برای پروتئين. دهند
بر قدرت پروموتر به كارايی است زيرا سنتز پروتئين علاوه

 .(1)ترجمه نيز بستگی دارد 
 

ای صورت ناحيهبه یعمومطور به كلیاشريشياپروموترهای 
 17الی  13انداز و فاصله -13و  -11هگزامرهای مركزی واجد 

شود كه اجزای خارج فرض می. بازی بين اين دو هگزامر است
-همطالع. كننداين ناحيه مركزی فعاليت پروموتر را تحريک می

فراوانی نشان داده است كه توالی بالادست پروموتر  های
. دهدمركزی سرعت شروع رونويسی را در سلول افزايش می

پروموتر  -13، كه بالادست منطقه UP، عنصر DNAالی تو
rRNA اشريشياكلی (rrn B P1 ) قرار گرفته رونويسی را در

چنين در محيط و هم( داخل سلول) 21شرايط سلول
                                                           
20 In vivo 
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هستند ( trp)يا القای شيميايی ( λpL)تحت القای دمايی 
 IPTGكه توسط  trcيا  tacپروموترهای هيبريد (. 1جدول )
(IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside))  القاء

طور وسيعی در شوند، پروموترهای قدرتمندی هستند كه بهمی
حال، استفاده اينبا . گيرندتحقيقات پايه مورد استفاده قرار می

های علت سميت و هزينه آن، جهت توليد پروتئينبه IPTGاز 
تا  IPTGاين معايب . درمانی مربوط به انسان نامطلوب است

را در توليد  trcيا  tacبه امروز استفاده از پروموترهای 
وجود ژن . های درمانی انسان، محدود نموده استپروتئين
حساس به دما، امکان  lacور كدكننده رپرس lacI(Ts)موتان 

اين  برعلاوه. القای دمايی اين پروموترها را فراهم آورده است
در  trcوكتورهای جديد تنظيم شديدی نسبت به پروموتر 

دو رپرسور  تازگیبه. دهندگراد نشان می درجه سانتی 11دمای 
 IPTGبر القاء توسط اند كه علاوهمعرفی شده lacموتان 
تيپ وحشی  lacIكه ژن اينبا. حساس هستند به حرارتنسبت

شديد طور بهتواند توسط دما القاء شود اما اين سيستم می
قابل استفاده نيست،  lacIqهای شده نيست و در سويهتنظيم

زيرا تغيير دمايی توانايی غلبه بر مهار شديد ايجاد شده توسط 
بنابراين اين سيستم . را ندارد lacتوليد بيش از حد رپرسور 
هايی است كه برای ميزبان مضر محدود به توليد پروتئين
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به ساير كه نسبتدهنده به سرما، با وجود اينپروموترهای پاسخ
ها انجام شده است، بيان تری بر روی آنها مطالعه كمپروموتر
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گراد حداكثر  درجه سانتی 21فاژ لامبدا در دمای  pLپروموتر 
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شود؛ اين فاكتور يک پروتئين طور مثبت تنظيم میويژه، به
گی آن متصل و باعث خميد DNAچند منظوره است كه به 

طور ، بهcspAپروموتر ژن اصلی شوک سرمايی، . شودمی
تجزيه مولکولی . مشابه در دماهای پايين دارای فعاليت است

cspA  و پروموترPL ای از منجر به شناسايی نواحی ويژه
DNA شود كه اين نواحی در افزايش رونويسی در دماهای می
روموترهای له امکان گسترش پأتر دخيل هستند؛ اين مسپايين

گراد  درجه سانتی 21تر از كه در دماهای پايين λpLمشتق از 
اساس استفاده از . آوردبسيار فعال هستند، را فراهم می

دهنده به سرما برای بيان ژن بر اين مبناست پروموترهای پاسخ
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. يابدطور قابل توجهی كاهش میسرعت رونويسی و ترجمه به
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ساير  .سازدپذير میبازده نهايی پروتئين هدف را امکان
دارای ( 1جدول )اند بررسی شده تازگیبهپروموترهايی كه 

-تری برای سيستمهای جالبی هستند و اختيارات بيشويژگی

يک  pHعنوان مثال، پروموتر به. آورندهای بيان ژن فراهم می
 41های نوتركيب بيش از پروتئين: پروموتر بسيار قوی است

-درصد كل پروتئين سلول را به خود اختصاص می 31الی 

های مختلف متفاوت البته اين سطح بيان، برای پروتئين. دهند
بر قدرت پروموتر به كارايی است زيرا سنتز پروتئين علاوه

 .(1)ترجمه نيز بستگی دارد 
 

ای صورت ناحيهبه یعمومطور به كلیاشريشياپروموترهای 
 17الی  13انداز و فاصله -13و  -11هگزامرهای مركزی واجد 

شود كه اجزای خارج فرض می. بازی بين اين دو هگزامر است
-همطالع. كننداين ناحيه مركزی فعاليت پروموتر را تحريک می

فراوانی نشان داده است كه توالی بالادست پروموتر  های
. دهدمركزی سرعت شروع رونويسی را در سلول افزايش می

پروموتر  -13، كه بالادست منطقه UP، عنصر DNAالی تو
rRNA اشريشياكلی (rrn B P1 ) قرار گرفته رونويسی را در

چنين در محيط و هم( داخل سلول) 21شرايط سلول
                                                           
20 In vivo 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

عنوان به UPعنصر . كندتحريک می( خارج سلول) iآزمايشگاه
كند، زيرا زمانی كه به ساير يک پروموتر مستقل عمل می

شود، رونويسی را ملحق می lacUV5پروموترها از جمله 
 In) كنندهعنوان تقويتبه UPتوانايی عنصر . كندتحريک می

vitro) توانند رونويسی در اتصال با پروموترهای هترولوگ می
 .(1)های بيانی سطح بالا باشد دارای كاربرد عمومی در سيستم

و  rRNA (P1از حد پروموترهای با وجود اينکه قدرت بيش
P2 ) به خوبی تأييد شده است، اما اين پروموترها برای توليد

اند كار گرفته نشدهبه اشريشياكلیمقادير فراوان پروتئين در 
در  rRNAسنتز . ها بسيار سخت و مشکل استزيرا تنظيم آن

-در دوره P2و  P1سلول مرتبط با كنترل سرعت رشد است و 

ع سلول فعال هستند و در فاز سکون، رشد های رشد سري
در فاز قبل از  rRNAبنابراين، پروموترهای . شودغيرفعال می

-ضعيف P2پروموتر . القاء پيوسته فعال و يا دارای نشت هستند

های درحال رشد تری در سلولتر و دارای قابليت القای پايين
فعاليت شود جدا می P1از  P2كه حال، زمانیبا اين. سريع است

شود؛ های دقيق حساس میبه پاسخآن افزايش يافته و نسبت
طور به P2اين مطلب نشانگر اين است كه در فرم طبيعی 

 lacتوالی اپراتور  Holyو  Brosius. جزئی مسدود شده است
 وارد نمودند و مهار  rrn B rRNA P2دست پروموتر را پايين 

P2های حامل ژندر سويه lacIq فعاليت رونويسی . حاصل شد
و بيان  chloramphenicol acetyltransferaseتوسط توليد

4.5S RNA كه فعاليت باوجود اين. مورد ارزيابی قرار گرفت
P2  تنها نصف پروموترtac كه پروموتر است اما زمانیrrn B 

P1  بالادست پروموترP2 گيرد، مهار رونويسی دچار قرار می
با  rRNAرسد پروموترهای نظر میبه .(1)شود نقص می

وارونگی پروموترها به خوبی قابل تنظيم باشند  استفاده از اصل
شده را ملاحظه های بيانی شديد تنظيمقسمت سيستم)

توانند بالادست ژن می rRNAبنابراين پروموترهای (. فرماييد
استفاده . نظر، اما در جهت مخالف رونويسی، كلون شوند مورد

-و يک اينتگراز لامبدا تنظيم فاژ لامبدا  21های الحاقیاز سايت

كند، و وجود شده، پروموتر وارونه را برای القاء تسهيل می
های قوی رونويسی در بالادست يک پروموتر دهندهخاتمه

-بسيار فعال، از ناپايداری وكتور در فاز قبل از القاء ممانعت می

 .ندك
                                                           
21 Integration sites 

هایرونویسی(ترمیناتور)دهندهاتمهخ
رونويسی تحت تأثير دو مکانيسم  ها، خاتمهدر پروكاريوت
كه پروتئين  rhoخاتمه رونويسی وابسته به : مختلف است

؛ اين پروتئين باعث رهاسازی رونوشت است rhoهگزامر 
RNA از طرف ديگر، خاتمه مستقل از . شوداز الگوی آن می

rho بههای كدشده توسط رونوشت است، به سيگنالوابسته-

دوتايی كه كدكننده ساختار ای با تقارن خصوص ناحيه
و ناحيه  است RNAحلقه در رونوشت -سری يا ساقهسنجاق

باز فرادست توالی  7تا  4بوده و  dTو  dAديگری كه غنی از 
كه در ساختار اينبا وجود. دوتايی قرار گرفته است

های دهندهشوند اما خاتمهپلاسميدهای بيانی ناديده گرفته می
در وكتورهای بيانی هستند، زيرا دارای كارآمد، اجزايی ضروری 

رونويسی از يک پروموتر . عملکردهای متعدد و مهمی هستند
ممکن است عملکرد آن را مختل كند، كه اين رويداد به 

اين تداخل با قرارگيری صحيح . معروف است 22انسداد پروموتر
دست توالی كدكننده قابل دهنده رونويسی پايينيک خاتمه

اين عمل مانع از رونويسی دائم از پروموتری  گيری است؛پيش
دهنده رونويسی كه طور مشابه، يک خاتمهبه. شودديگر می

بالادست پروموتری قرار گرفته كه درحال رونويسی ژن مورد 
چنين هم. رساندنظر است، رونويسی زمينه را به حداقل می

 علت توليدثابت شده است كه رونويسی از يک پروموتر قوی، به
دخيل در كنترل تعداد كپی  ROPبيش از حد پروتئين 

اين،  برعلاوه. شودپلاسميد، باعث ناپايداری پلاسميدها می
كند را تقويت می mRNAهای رونويسی پايداری دهندهخاتمه

دو . دهدسطح توليد پروتئين را افزايش می پس از اينو 
شتق از كه م T2و  T1دهنده ويژه و كارآمد عبارتند از خاتمه
های است، اما توالی اشريشياكلیباكتری  rrnB rRNAاپرون 

 .(1)ثر هستند ؤنسبت مبهديگری نيز وجود دارند كه 


دهنده ترمیناتورآنتی)ضدخاتمه های(
رونویسی

ان يهای ضد پا پروتئين. اتمه نيز رويدادی تنظيمی استخضد
-شوند، به های تأخيری می باعث ادامه رونويسی تا انتهای ژن

                                                           
22 Promoter occlusion 
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مراز را قادر به گذر از يک پايان دهنده و پلی RNAكه طوری
های  محل عملکرد پروتئين. سازد تر می طولانی RNAرونويسی 

ها و در بالا دست واحد  دهندهضدخاتمه مستقل از خاتمه
. نام دارد nutرونويسی در جايگاهی متفاوت از منطقه پايان و 

بيوسنتز های دخيل در ها، بسياری از اپروندر باكتری
 '5در انتهای  21هايیكنندهاسيدهای آمينه، حاوی تضعيف

ها توسط كنندهاين تضعيف. اولين ژن ساختاری هستند
. شوندای تنظيم میمحصولات آمينواسيدی اپرون ويژه

شارژ شده متناسب منجر به تشکيل  tRNAبنابراين، حضور 
 در پی متوقف شدن ريبوزوم RNAساختار ثانويه در رونوشت 

متناسب، يک ساختار  شارژ شده tRNAدر غياب . شودمی
سر در گيرد كه مانع از تشکيل سنجاقضدخاتمه شکل می

-عنصر ضدخاتمه. شوددهنده و مهار خاتمه رونويسی میخاتمه

بر مراز را قادر به غلبهپلی RNAای شناخته شده است كه 
ريبوزومی نموده و از  RNAهای در اپرون rhoبه خاتمه وابسته

عملکرد ضدخاتمه در رونويسی . شودياد می boxAعنوان آن به
پروسه پيچيده و قابل توجهی است كه فاكتورهای ميزبانی 

در . هستند ای در آن دخيلچنين ناشناختهشده و همشناخته
طور خلاصه استفاده از عناصر ضدخاتمه مفيد در بيان اينجا، به

يکی از  .(1)گردد ذكر می اشريشياكلی های هترولوگ درژن
اشريشياكلی، های بيانی قدرتمند و نامحدود در سيستم

فعاليت اين سيستم بسته به . است T7خيری فاژ أپروموتر ت
را  T7 RNA polymeraseيک واحد رونويسی است كه 

مراز برای جلوگيری كند، چرا كه مهار شديد اين پلیتأمين می
های مختلفی برای روش. ضروری است T7از نشت پروموتر 

اند كه هر يک مورد استفاد قرار گرفته T7مراز تنظيم بيان پلی
مرتنز و همکارانش با . ها معايب خاص خود را دارنداز اين روش

اين مشکل  T7 RNA polymeraseساخت يک كاست بيانی 
پذير طور برگشتكه اين كاست بهنحویاند، بهرا برطرف نموده

بنابراين سطح . ساخته شده است  λpL شده و بر اساستضعيف
دهنده با وارد نمودن سه خاتمه T7مراز بيان پايه برای پلی

 T7مراز سرهم، بين پروموتر و ژن كدكننده پلیرونويسی پشت
ترميناتور وابسته به برای القاء، عملکرد آنتی. شودتضعيف می

nutL پروموتر در پیپی. شودمشتق از فاژ لامبدا، متوقف می ،

                                                           
23 Attenuator 

طور مشابه قابل استفاده است و نيز به IPTGقابل القاء با 
نواحی . آوردامکان برداشت مهار را با تغيير شرايط فراهم می

باكتری   rrnB rRNAضدخاتمه رونويسی از اپرون
( trcواجد پروموتر ) pSE420در وكتور بيانی  كلیااشريشي

سی از نواحی تسهيل رونوي. مورد استفاده قرار گرفته است
دارای ساختار دوم شديد اساس ايجاد چنين وكتورهايی است 
و نتيجه آن پايين آوردن احتمال خاتمه نابالغ رونويسی توسط 

RNA حال حضور فاكتور با اين. مراز ميزبان استپلی
 .(1)رسد ناكارآمد به نظر می ظاهربه  rrnBضدخاتمه 

 
دقیقشدههایبیانیتنظیمسیستم

منجر به طراحی  دقيق شدهمزايای پروموترهای تنظيم
-بهكنترلی شده است كه های بيانی هوشمند و قابلسيستم

ها مخل رشد آن هایهايی كه محصولخصوص برای بيان ژن
ها اين روش. گيرندسلول هستند، مورد استفاده قرار می

، افزايش ميزان مهار "plating"استفاده از متد : عبارتند از
با فاژ موتان، تضعيف قدرت پروموتر  اپراتور، القاء توسط عفونت

های دهندهدر وكتورهای با تعداد كپی بالا، استفاده از خاتمه
رونويسی در تركيب با عناصر ضدخاتمه، استفاده از پروموتر 

-قابل القاء در پلاسميدی با تعداد كپی قابل كنترل، سيستم

زمان پلاسميدهای مختلف با های با تنظيم متقاطع، انتقال هم
 RNAو استفاده از  SP6 RNA polymeraseاستفاده از 

در نهايت، يک روش . شدهژن كلون mRNAسنس مکمل آنتی
جالب استفاده از پروموترهای دارای قابليت معکوس شدن 

فاژ لامبدا احاطه شده   24پروموتر توسط دو جايگاه ادغام: است
ا و در جهت مخالف ژنی كه بايد بيان شود، قرار گرفته و تنه

 λی اينتگراز با واسطه  23توسط القاء نوتركيبی خاص جايگاه
 .(1)شود معکوس می

    
بنابراين . استسيستم فوق در كنار معايبش دارای مزايايی نيز 

راحتی هايی كه وابسته به محيط كشت جامد هستند بهروش
های سيستم. نديستبرای بيان در مقياس بالا قابل استفاده ن

كاهش قابل توجهی در مهاری در سطح بالا اغلب منجر به 
سازی ميزان مهار اپراتور شوند، بنابراين بهينهبازده پروتئين می

                                                           
24 Integration site 
25 site-specific 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

 λی فاژ القاء با واسطه. استها ضروری در اين سيستم
استفاده از پروموترهای . دهدپيچيدگی سيستم را افزايش می

با وجود . استمعکوس مستلزم ساخت وكتورهای پيچيده 
منظور توليد مقادير وق تاكنون بههای فتر سيستماينکه بيش

اند، فراوان پروتئين در مقياس وسيع مورد استفاده قرار نگرفته
 .(1)ند هستكننده ابزار مهمی برای بيان ژن اما تأمين


تنظیمبیانژندرسطحترجمه

mRNAآغازترجمه
ی پروسه رونويسی امکان استفاده از دانش فراوان درباره

بدون تأثيرپذيری از پروموترهای پروكاريوتی به فرم كاست، 
حال، با اين. محتوای نوكلئوتيدی اطراف را فراهم آورده است

تر از آنند كه های آغاز سنتز پروتئين بسيار مشکلشاخص
ها را كشف نمود؛ و پيچيدگی اين مسأله بايد درنظر بتوان آن

امروزه مشخص شده است كه كه طيف وسيعی از . گرفته شود
علت بهتر بيشهای مختلف  mRNAنرخ كارايی در ترجمه 

هر گونه خاص  '5فرد انتهای های ساختاری منحصر بهويژگی
mRNA بنابراين برخلاف پروموترهای قابل انتقال، هيچ . است

توالی عمومی برای شروع كارآمد رونويسی طراحی نشده است؛ 
 اشريشياكلیهايی در اين زمينه از بيان ژن در البته پيشرفت

 .راهبردهای ارائه شده استصورت گرفته و 
 

شامل  كلیااشريشيهای ناحيه شروع ترجمه در بيشتر ژن
ها و از ژن% ۳توسط  GUGتوالی . است AUGكدون آغاز 

UUG گيرددر محل شروع مورد استفاده قرار می%( 1) گاهی .
اين . قرار گرفته است infCدر كدون آغاز  AUUدر يک مورد، 

كارايی . مورد نياز است infCخودی كدون برای تنظيم خودبه
مورد بررسی قرار گرفته  اشريشياكلیهای آغاز در ترجمه كدون

شود و دو تا سه برابر ترجيح داده می AUGكدون . است
GUG  تنها اندكی بيش ازUUG (1)شود استفاده می. 

 
Shine  وDalgarno  توالی را در جايگاه اتصال ريبوزوم

mRNA  باكتريوفاژ شناسايی نمودند و احتمال دادند كه اين
در طی آغاز ترجمه،  S rRNA 16 مکمل '3منطقه با انتهای 

تأييد  Jakesو  Steitzاين مسأله توسط . نمايدكنش میبرهم

الی  3تواند بين آغازی می AUGو كدون  SDفاصله بين . شد
جمه نوكلئوتيد باشد و اين تعداد بر كارايی آغاز تر 11

فراوانی برای تعيين توالی  هایهمطالع. تأثيرگذار است
و  SDو بهترين فاصله بين  SDنوكلئوتيدی بهينه در ناحيه 

و همکارانش  Ringquist. كدون آغاز، صورت گرفته است
را در ترجمه مورد بررسی قرار دادند و به نتايج زير  RBSنقش 

 .رسيدند
 
(i)  توالی شاين دالگارنوUAAGGAGG  نسبت به

-برابر افزايش می  الی  1توليد پروتئين را  AAGGAتوالی 

 . دهد

(ii) هر توالی  برایSD  يک حالت بهينه وجود دارد كه
 ۳-4و بين  AAGGAنوكلئوتيد برای  9-3توان بين می

 . باشد UAAGGنوكلئوتيد برای 

(iii)  برای هر توالیSD ای حداقل برای ترجمه فاصله
 3اين فاصله حداقل  ،AAGGAمورد نياز است؛ برای 
 4الی  1اين فاصله  UAAGGAGGنوكلئوتيد است و برای 

دهد كه ارتباط فيزيکی ها نشان میاين فاصله. نوكلئوتيد است
-fMetكدون و آنتی S rRNA 16 '3مهمی بين انتهای 

tRNAf  متصل به جايگاهP  (1)ريبوزوم وجود دارد.  
(iv)  

ياتی نقشی ح mRNAثانويه در منطقه آغاز ترجمه در ساختار 
 AUGيا كدون ۳و SDانسداد منطقه . در كارايی بيان ژن دارد

 S 30لوپ مانع از دسترسی زيرواحد -توسط ساختار ساقه
های استراتژی. شودو مهار ترجمه می mRNAريبوزوم به 

-به mRNAمتعددی جهت به حداقل رساندن ساختار ثانويه 

و  های آدنينبا ريشه RBSسازی غنی. كار گرفته شده است
طور مشابه، به. كندهای خاصی را تقويت میتيميدين، بيان ژن

دست منطقه ای بالادست يا پايينموتاسيون نوكلئوتيدهای ويژه
SD  تشکيل ساختار ثانويهmRNA  را مهار و كارايی ترجمه را

جفت "روش ديگر استفاده از پديده طبيعی . كندتقويت می
. هاستدر باكتری (Translational coupling) "شدن ترجمه

عنوان توضيحی برای بيان شدن ترجمه بهمکانيسم جفت
سيسترونيک های پلی mRNAهای مختلف هماهنگ پروتئين
بنابراين ثابت شده است كه پروموتر قوی . شوددرنظر گرفته می

gal تواند سنتز گالاكتوكيناز را در سطوح بالا هدايت كند، می
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-به يک ژن بالادست جفت میبه لحاظ ترجمه  galKكه وقتی

 RBSدهنده اين است كه حتی يک له نشانأشود، و اين مس
كه قابل ضعيف ممکن است بسيار كارآمد باشد درصورتی

اين مکانيسم تنظيمی ممکن است . دسترسی به ريبوزوم باشد
ها كاربردهای مهمی در بيوتکنولوژی برای توليد بالای پروتئين

طور وسيعی برای شدن ترجمه بهدر واقع جفت. داشته باشد
-های مختلفی در سطوح بالا مورد استفاده قرار گرفتهبيان ژن

-، ساير برهم16S rRNAبه  SDبر اتصال منطقه علاوه. اند

-و ريبوزوم در آغاز ترجمه دخيل می mRNAها بين كنش

 S1نشان داده است كه پروتئين ريبوزومی  هاهمطالع. باشند
توسط زيرواحد  mRNAمستقيم در شناسايی و اتصال طور به

30S های ساختاری و كنشبرهم. ريبوزومی دخيل است
عملکردی بسياری از اجزای كمپلس شروع رونويسی 

 .(1)ها مورد بررسی و آزمايش قرار گرفته است پروكاريوت
 

هایرونویسیکنندهتقویت
توانند  هستند كه می DNAعناصری از   2ها كنندهتقويت

يا ( تربيش)اين عناصر در بالادست . رونويسی را افزايش دهند
-تقويت. جايگاه آغاز رونويسی قرار دارند( گاهی)پايين دست 

ها به پروموتور بسيار نزديک هستند، اما  ها در پروكاريوت كننده
هايی كه توالی. توانند از پروموتور دور باشند ها می در يوكاريوت

كنند، در تقويت می كلیااشريشيهای هترولوگ را در ان ژنبي
و  Olins. اندچنين فاژها شناسايی شدهها و همباكتری

را  T7فاژ  g10-Lبازی از ژن  7همکارانش يک توالی 
رسد يک جايگاه اتصال ريبوزوم شناسايی نمودند كه به نظر می

(RBS )در مقايسه با منطقه . بسيار كارآمد استSD د مور
iتوافق i،  توالیg10-L  برابری  141الی  41منجر به افزايش

 g10-Lوقتی كه توالی . شودهای متعدد میدر بيان ژن
 111سنتتيک قرار گيرد باعث افزايش  SDبالادست توالی 

مدلی پيشنهاد . شودمی lacZبرابری در كارايی ترجمه ژن 
توسط شده است كه به موجب آن، اين توالی تقويت ترجمه را 

-انجام می 16S rRNAاز    4الی  43۳كنش با بازهای برهم

 mRNAتوضيح ديگر در اين رابطه اين است كه تنها . دهد
توانند از توالی ضعيفی هستند می SDهايی كه واجد جايگاه 
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g10-L  علت پايداری به لاحتمابهسود برده و اين مسأله
mRNA 16كنش ويژه با علت برهمبوده و بهS rRNA نمی-

ساير دانشمندان تقويت قابل توجهی در توليد پروتئين . باشد
های توالی. ننمودند مشاهده g10-Lبه هنگام استفاده از توالی 

ژن . نيز در ساير باكتريوفاژها شناسايی شدند g10-Lمشابه 
glnA  جفت بازی از جايگاه  121كه در فاصله  اشريشياكلیدر

آغاز قرار دارد كه دارای دو جايگاه اتصال از فاكتور رونويسی 
 .است(  NTRC) تنظيم كننده نيتروژن  Cپروتئين 

 
را در ناحيه  Uهای غنی از های تحقيقاتی ديگر توالیگروه

-شناسايی نمودند كه به mRNA( UTR) '5نشدنی ترجمه

و  McCarthy. كنندكننده ترجمه عمل میعنوان تقويت
 طوربه ،اشريشياكلی باكتری atpEای در ژن همکارانش منطقه

 11اين توالی . ، شناسايی نمودندSDدقيق بالادست ناحيه 
انسانی و  2های اينترلوكين حد ژنازبازی جهت بيان بيش

ثابت شده است كه . اينترفرون بتا مورد استفاده قرار گرفت
كدكننده  rnd mRNAدر  SDبالادست ناحيه  U8توالی 

RNase D  برای ترجمه كارآمد اينmRNA ضروری است .
يا جايگاه  rnd mRNAحذف اين ناحيه بدون تأثير بر سطح 

و  Boni. كاهش داد تربيششروع رونويسی، ترجمه را 
های مشابه، همکارانش نشان دادن كه مولکول هدف برای توالی

 .(1)ريبوزومی است  30Sد زيرواح S1پروتئين 
 

و همکارانش ثابت كردند  Sprengartدر يک مطالعه جالب، 
-دست كدون آغاز  قرار گرفتههايی كه بلافاصله پايينكه توالی

ای به منطقه ويژه. كننداند، نقش مهمی در آغاز ترجمه ايفا می
+  2و + 13كه بين موقعيت ( DB29)دست نام جعبه پايين

ناحيه + 21و + 7يا بين موقعيت  T7 0.3ناحيه كدشونده ژن 
كننده عنوان تقويتقرار گرفته است، به T7 10كدشونده ژن 

مکمل نوكلئوتيدهای  DBمنطقه . كندرونويسی عمل می
-بوده و به مخالف جعبه پايين 16S rRNA 14۳1الی  7 14

فعاليت ترجمه را  DBحذف . معروف است( ADB2۳)دست 
-ازی رابطه مکملی بين توالیساز طرفی، بهينه. كندمتوقف می

منجر به حداكثر ميزان بيان ژن فيوژن  ADBو  DBهای 

                                                           
27 Downstream box 
28 Anti-downstream box 
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dhfr نکته جالب توجه اين است كه با تغيير جايگاه . شودمی
DB  به بالادست كدون آغاز، در موقعيتSD اين توالی ديگر ،

و  E. coliهای در تعدادی از ژن DB. واجد عملکرد نبود
بر دهند كه علاوهها نشان میاين يافته. باكتريوفاژ وجود دارد

 mRNAهای ديگری نيز در و كدون آغاز، توالی SDسايت 
كه مکانيسم اين با. برای ترجمه كارآمد حائز اهميت هستند

دقيق مشخص نيست، اما طور بهمشاهده شده  هایدقيق اثر
ها از دهد كه برای بيان ژندر اين زمينه نشان می هاهمطالع
 .(1)اند سود جسته "ایهای ترجمهكنندهتقويت" هایمدل


mRNAداریپای

نقطه كنترل اصلی برای بيان ژن  mRNAپروسه تخريب 
كه با وجود اين. ها فراهم نموده استدر تمام ارگانيسم كمابيش
سال پيش محقق شد، اما  13و پايداری آن  mRNAمفهوم 

به دلائل متعدد  mRNAدرک جزئی از مکانيسم تخريب 
های اين بخش شاخص. چالش قابل توجهی را برانگيخته است

در خصوص كاربردهای  mRNAای در ارتباط با پايداری ويژه
را مورد نظر قرار داده  كلیاشريشياها در عملی بيان بالای ژن

ها متفاوت است و اغلب دليل  در سلول mRNAپايداری . است
وتئينی كه فقط برای مدت پر. منطقی برای آن وجود دارد

كوتاهی مورد نياز سلول است توسط يک پيام ناپايدار تا حد 
شود و با خاموش شدن ژن، سنتز آن متوقف  ممکن سنتز می

پايداری را با در نظر گرفتن نواحی غير كدشونده . گردد می
 . توان تا حدی تعيين كرد ، می RNAمولکول 

 
 RNaseنواع مختلف ا اشريشياكلی در  mRNAدر تخريب 

 ,RNase E, RNase K)دخالت دارند از جمله اندونوكلئازها 

RNase III ) اگزونوكلئازها  '3و(RNase II نوكلئوتيد و پلی
اگزونوكلئازی در  '5؛ تاكنون ([PNPase]فسفوريلاز 

تحت  mRNAتخريب . ها شناسايی نشده استپروكاريوت
گيرد، زيرا رار نمیتأثير برش اندونوكلئوتيک غير اختصاصی ق

وجود  mRNAعمر هيچ رابطه معکوسی بين طول و نيمه
در  mRNAدو كلاس از عناصر حفاظتی برای پايداری . ندارد

 '5های يک مورد شامل توالی. شناخته شده است كلیااشريشي

UTR  درmRNA ريشه در -و ديگری ساختارهای ساقه

3'UTR ين عناصر بعضی از ا. و نواحی بين سيسترونی هستند
-هترولوگ و البته تنها تحت شرايط ويژه mRNAدر ادغام با 

عنوان مثال، به. كنندعنوان پايدار كننده عمل میای، به
5'UTR  باكتريوفاژ  12ژنT4 عمر نيمهmRNA های ناپايدار

. دهد، افزايش میT4های آلوده به ، تنها در سلولE.coliرا در 
های گرم در باكتری( erm) های مقاومت به اريترومايسينژن

 Staphylococcuc) اورئوس استافيلوكوكوس مثبت از جمله

aureus) سوبتيليس  باسيلوس و (Bacillus subtilis) 
هايی هستند كه حاوی عناصر پايدار كننده mRNAكدكننده 

 mRNAحال، پايدار سازی  با اين. ندهستخود  UTR'5در 
-بيوتيک القاء میتوسط آنتی ermA 5' UTRو  ermCتوسط 

-به. شودشود كه باعث توقف ريبوزوم و ممانعت از ترجمه می

بر   λ pLباكتريوفاژ '5پايدارسازی منطقه  هایطور مشابه، تأثير
 .(1)است  λشدن با فاژ نيازمند آلوده λ pL-trpرونوشت 

 
باكتری  ompAرونوشت ژن  UTR '5برخلاف مثال فوق، 

های mRNAعمر تعدادی از باعث افزايش نيمه لیكاشريشيا
. شودهترولوگ تحت شرايط نرمال رشد سريع سلول، می

Emory و همکارانش نشان دادند كه حضور ساختار ساقه-
برای   ompA 5' UTRانتهايی  '5بسيار نزديک به ۳ريشه در

-بر اين، نيمهعلاوه. ايفای نقش پايدارسازی آن ضروری است

انتهای سر به ناپايدار با افزودن ساختار سنجاق mRNAعمر 
ای كه با يک  mRNAشود تصور می. آن قابل افزايش است '5

از  mRNAشود، قبل از برش ای بلند آغاز میرشتهبخش تک 
شود كه با ای واقع می RNaseنواحی ميانی، ترجيحاً هدف 

رسد اضافه بنابراين به نظر می. نمايدكنش میبرهم '5انتهای 
های هترولوگ ممکن ژنبه  '5در  ompAكننده نمودن پايدار 

حال با اين. تقويت كنداشريشياكلی است بيان ژن را در 
mRNAهای داخلی پردازش هايی كه حاوی سايتmRNA 

شوند محافظت نمی '5واسطه حضور پايدار كننده هستند به
(1). 
 

-شامل توالی mRNAكننده كلاس ديگری از عناصر حفاظت

ريشه -توانند ساختارهای ساقههستند كه می UTR '3های 
 '3تشکيل داده و تخريب اگزونوكلئازی رونوشت را از انتهای 

يک چنين عنصری را در  Changو  Wong. بلاک كنند
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 تورين باسيلوس دهنده رونويسی ژن پروتئين كريستالیخاتمه
. شناسايی نمودند( Bacillus thuringiensis)جنسيس 

سيليناز ژن پنی '3كننده مثبت به انتهای الحاق اين تنظيم
(penP) فورميس  ليکنی باسيلوس(Bacillus 

licheniformis ) وc-DNA   انسانی، منجر به  2اينترلوكين
پپتيدهای و تقويت توليد پلی mRNAعمر افزايش نيمه 

اشريشياكلی  چنينو هم سوبتيليس باسيلوس مربوطه در
 '3كننده ، كاربرد اين تنظيم'5ی هاهمانند پايدار كننده. گرديد

. رسدنظر میبعيد به mRNAعنوان پايدار كننده عمومی به
 mRNAدر  '3سر انتهای عنوان مثال، جايگزينی سنجاقبه

های ناپايدار پايدار، بيان رونوشت mRNAسر ناپايدار با سنجاق
بر اين، پيشنهاد شده است كه علاوه. را تقويت نخواهد كرد

های ميزبان دارای نقص به لحاظ با استفاده از سويه بيان ژن
RNaseای از جمله های ويژهRNase II  وPNPase ممکن ،

البته اين پيشنهاد نيز احتمالاً ناكارآمد . است تقويت شود
بر ، علاوهPNPaseو  RNase IIخواهد بود زيرا عدم وجود 

عمر ه، هيچ تأثيری بر ميانگين نيمRNase IIاز حد توليد بيش
mRNA های دارای نقص در بر اين سويهعلاوه. نداردRNase 

II  وPNPase اين مسأله و ساير . نديستقادر به ادامه زندگی ن
احتمال به": شودگيری میملاحظات منجر به اين نتيجه

-هايی كه به ساقهmRNAتر های نامتجانس بيشپايداری
اين ساختارهای  يابند ناشی از قابليت افتراقیريشه خاتمه می

، "يستن  '3ريشه انتهايی نسبت به نفوذ اگزونوكلئازهای -ساقه
به  RNAاگزونوكلئازی  '3آغاز تخريب "اين، بر و علاوه

های ناپايدار فاقد RNAجز در مورد احتمال نادر بوده، به
ه حمله های با عمر طولانی مقاوم RNAو  '3سر سنجاق

 .(1) "توسط ديگر انواع ريبونوكلئازها 


ترجمهخاتمه

يک جزء ضروری در فرآيند  mRNAحضور سيگنال توقف در 
، و UAA ،UGAكدون خاتمه،  1بر علاوه. خاتمه ترجمه است

UAGای بين های ويژهكنش، اين رويداد پيچيده مستلزم برهم
مختلفی در محل  27سازیو فاكتورهای آزاد mRNAريبوزوم، 

دهنده ترجمه كدون خاتمه E.coli ،RF-1در . خاتمه است
                                                           
29 Release factors 

و هر دوی  UGAدهنده ترجمه خاتمه RF-2، و UAGپايان 
فاكتوری . هستند UAAدهنده كدون اين فاكتورها خاتمه

 .كلون شده است تازگیبه، نيز RF-3ديگر، 
 

منظور جلوگيری از عبور در طراحی وكتورهای بيانی، به
در . دشوهر سه كدون پايانی الحاق می یعمومطور بهريبوزوم، 

به دو كدون ديگر ترجيح نسبت UAAكدون  اشريشياكلی
عدم اشريشياكلی ژن  2111آناليز آماری بيش از . شودداده می

چنين در نوكلئوتيدهای تصادفی بودن را در كدون توقف و هم
تترانوكلئوتيد  12چنين قدرت هم. پس از آن ثابت نموده است

، UAAN ،UGAN)عنوان سيگنال خاتمه محتمل به
UAGN )وسيله سنجش خاتمه در شرايط آزمايشگاه مورد به

بررسی قرار گرفت؛ در اين بررسی كارايی خاتمه توسط رقابت 
ها با تغيير چهارچوب خواندن، سنجيده مستقيم اين سيگنال

چنين كارايی خاتمه بسته به نوع كدون پايان و هم. شد
وت تفا( UGAC% )9تا ( UAAU% )۳1تترانوكلئوتيد، بين 

دهد كه نوع نوكلئوتيدها پس ها نشان میاين يافته. نشان داد
بسيار اشريشياكلی از كدون پايان، بر كارايی خاتمه ترجمه در 

كدون  '5محتوای نوكلئوتيدی در انتهای . تأثيرگذار است
های بنابراين، بار و ويژگی. خاتمه نيز در اين امر دخيل است

( -2منطقه )ترمينال c–هيدروفوبيسيته آمينواسيدهای قبل از 
را  UGAبرابر تفاوت در كارايی خاتمه  11ساز تا در پپتيد تازه

-حساسيت كم UAGكه خاتمه در منجر شده است، درحالی

برای . نشان داده است -2به ماهيت آمينواسيد تری نسبت
و پيچ معکوس،  ، گرايش به هليکس آلفا، رشته بتا-1موقعيت 

 .(1)هستند  UGAكننده در خاتمه فاكتورهای تعيين


گیریپروتئینهدف

بیانسیتوپلاسمی
عنوان مانع مهم در بيان ژن در تشکيل اجسام انکلوژن به

شود، كه اين اجسام دارای معايب متعددی سيتوسل مطرح می
با وجود اين اجسام، عمل دشوار تاخوردگی (. 2جدول)هستند 

كه پروتئين حاصل ترديد در اينمجدد پروتئين متراكم، 
عملکرد بيولوژيک خود را حفظ نموده يا خير و كاهش بازده 

تاكنون، . شده، بايد در نظر گرفته شودپروتئين تخليص
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پارامترهای فيزيکوشيميايی دقيقی كه در تشکيل اجسام 
ای آماری مطالعه. اندانکلوژن مشاركت دارند، نامعلوم باقی مانده

اشريشياكلی پروتئين كه در  ۳1 هایدر خصوص تركيب
دهند نشان داده است كه شش تشکيل جسم انکلوژن می

ميانگين بار، : پارامتر در تشکيل اجسام انکلوژن مرتبط هستند
های تشکيل دهنده پيچ، نسبت سيستئين، نسبت نسبت ريشه

دو . های اسيد آمينهپرولين، هيدروفيليسيته و تعداد كل ريشه
تری در تشکيل اجسام انکلوژن مبستگی قویپارامتر اول ه
كه چهار پارامتر ديگر همبستگی ضعيفی نشان دارند، درحالی

بينی ها جهت ايجاد مدلی برای پيشاين يافته. دهندمی
تنها بر اساس نسبت  احتمال تشکيل اجسام انکلوژن،

-پيش اين مدل برای. رودكار میآمينواسيدهای پروتئين، به

در  Vᵝ5.3انسانی  Tيت گيرنده سلول بينی عدم حلال
 .(1)مورد استفاده قرار گرفته است اشريشياكلی 

 
های تجربی متعددی برای به حداقل رساندن تشکيل روش

اجسام انکلوژن و بهبود تاخوردگی پروتئين مورد استفاده قرار 
-ها شامل رشد باكتری در دماهای پاييناين روش. گرفته است

-؛ جايگزينی ريشهاشريشياكلیهای مختلف تر؛ غربالگری سويه

ها؛ استفاده از زمان چاپرونهای آمينواسيدی انتخابی؛ توليد هم
زمان با عنوان هميار الحاقی يا توليد همتيوردوكسين به

ها تحت شوک اسموتيک پروتئين موردنظر؛ رشد و القای سلول
در حضور سوربيتول و گلايسيل بتائين؛ افزودن قندهای 

محيط كشت؛ و  pHزه به محيط كشت؛ تغيير غيرقابل متابولي
 .(1)های دارای نقص در تيوردوكسين ردوكتاز استفاده از سويه

 
پتانسيل احيا مربوط به شرايط احيا سيتوپلاسمی نيز مشکل 

های سيتوپلاسمی باكتريايی پروتئين. كندديگری ايجاد می
-های سيستئين اندک و در نتيجه باندهای دیحاوی ريشه

های حاوی باندهای تر پروتئينبيش. ندهستسولفيدی كمی 
بنابراين، . روندسولفيد پايدار از سيتوپلاسم بيرون میدی

ها تا  های پستانداران كه ساختار چهارم پيچيده آنپروتئين
 بهسولفيدی بستگی دارد،ای به تشکيل باندهای دیاندازه

ها با كنفورماسيون صحيح خود در سيتوپلاسم باكتری تمالاح
و همکارانش پيشنهاد نمودند كه  Bardwell. شوندنمی

های سولفيدی در پروتئينفركانس پايين باندهای دی

احتمال ناشی از عدم حضور سيتوپلاسم لازم به سيتوپلاسمی 
-سولفيدی از جمله پروتئينبرای سيستم تشکيل باندهای دی

طور فعال از يا مکانيسمی كه به ، وDsbBو  DsbAهای 
سولفيدی در سيتوپلاسم جلوگيری كند، تشکيل باندهای دی

اند كه جداسازی شدهاشريشياكلی هايی از موتانت. است
ها اين موتاسيون. اندپذير نمودهتشکيل در سيتوپلاسم را امکان

كدكننده تيوردوكسين ردوكتاز را غيرفعال نموده و  trxBژن 
. كنددر پتانسيل احيا سولفيدريل سيتوپلاسم مشاركت می

سولفيدی ضروری تنهايی برای تشکيل باند دیسين بهتيوردوك
توالی دقيق اين رويدادها نامشخص است اما سيتوپلاسم . است

حاوی پروتئين ديگری مشابه تيوردكسين بوده كه  احتمالبه 
تواند توسط تيوردوكسين ردوكتاز احيا شود؛ در غياب می

تيوردوكسين ردوكتاز، فرم اكسيده اين پروتئين نامعلوم 
-سولفيدی را در سيتوپلاسم تسهيل میتشکيل باندهای دی

حامل كلی ااشريشيهای از سويه تازگیبهساير محققان . كند
-استفاده نمودند و مقادير قابل trxBموتاسيون خنثی در ژن 

سولفيد در های عملکردی واجد باند دیتوجهی از پروتئين
ص در های دارای نقاين سويه. سيتوپلاسم مشاهده نمودند

تيوردوكسين ردوكتاز ابزارهای ارزشمندی برای توليد 
بيان  .خواهند بود اشريشياكلیهای پيچيده در پروتئين

سيتوپلاسمی يک ژن بدون توالی راهنما مستلزم حضور كدون 
كه اين با اين. استترين آن كدون متيونين، آغاز، رايج

پروتئين آمينواسيد اضافی ممکن است هيچ تأثير نامطلوبی بر 
ای ديده شده كه در آن شده نداشته باشد اما موارد ويژه سنتز

عنوان مثال، به .(1)اين متيونين اضافی عواقب زيادی دارد 
-، عضوی از سايتوكاينRANTESحفظ متيونين آغازی در 

-بههای خانواده كموكاين، فعاليت فيزيولوژيک اين مولکول را 

به های آنتاگونيستی قوی كامل از بين برده و ويژگیطور 
RANTES طور مشابه، ريشه به. كندمتيونيليه اعطا می

تواند كنفورماسيون ترمينال می-Nمتيونين غيرعادی در 
بر اين، وجود آمينواسيد علاوه. هموگلوبين انسانی را تغيير دهد

های ايمونولوژيک پروتئين هایخصوصيتاضافی تغيير در 
يد محصول برای پذير نموده و مشکلاتی در تأي دارويی را امکان

 .همراه خواهد داشتهای كلينيکی بهاستفاده
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شود كه فرميل متيونين آغاز می-Nها توسط ترجمه در باكتری
. شودحذف نمی به اجبارشود اما در طی سنتز دفرميله می

ترمينال ممکن است توسط متيونين آمينوپپتيداز -Nمتيونين 
به طول  اندوژن برش بخورد كه البته اين مطلب بستگی

هايی با بنابراين ريشه. زنجيره جانبی آمينواسيد دوم دارد
، Gly ،Ala ،Pro ،Ser ،Thr ،Valزنجيره جانبی كوچک مثل 

Cys تری و با درجه كمAsn ،Asp ،Leu  وIle  حذف

يک استراتژی . كنندترمينال تسهيل می-Nمتيونين را از 
ن با ژن زماآميز برای حذف ريشه متيونين بيان همموفقيت

روش ديگر استفاده از . استاشريشياكلی متيونين آمينوپپتيداز 
پپتيد را از است؛ اين آنزيم دی Iپپتيديل آمينوپپتيداز دی

تواند باند پپتيدی حاوی كند اما نمیانتهای آمينو حذف می
 .(1)برش دهد ريشه پرولين را 

 
 های برای برطرف نمودن مشکلات آزمايشگاهی محتملو استراتژی اشريشياكلیهای مختلف بيان ژن در اهميت نسبی بخش -2جدول 

بخشموردنظر استراتژیوراهحل
 سيتوپلاسم

جدا سازی آسان پروتئين در خلوص و غلظت بالا ؛ محافظت پروتئين  
های فعالی كه  هدف از گزند پروتئازها؛ بمناسب رای توليد پروتئين

 اند ميزبان كشندهبرای 

                  توليد انکلوژن بادی
 مزايا

 بازده پروتئين بالاتر  
 سازه پلاسميد ساده  

 كاهش درجه حرارت رشد 
 ( دمای پايين تر)پروموترهای شوک سرما 

 جايگزينی اسيد آمينه  كلی اشريشياهای مختلف باكتری  انتخاب گونه
 های مولکولی  بيان همزمان چاپرون

 هميارهای الحاقی 
 های ناكارآمد در تيوردوكسين ردوكتاز  سويه

 سوربيتول و گلايسيل بتائين در محيط كشت 
 pHتغيير 

 ساكارز، رافينوز در محيط رشد 
 محيط كشت رشد غنی 

عدم حلاليت پروتئين؛ تاخوردن مجدد برای بازيابی فعاليت پروتئين؛ 
ن مجدد پروتئين ممکن است فعاليت بيولوژيک آن دوباره با تاخورد
 كاهش عملکرد نهايی پروتئين؛ افزايش هزينه توليد. باز نگردد

 معايب توليد انکلوژن بادی

كاهش مقدار محيطی تشکيل باند دی   سويه های ناكارآمد در تيوردوكسين ردوكتاز 
 سولفيد را تسهيل نمی كند

از ميان انواع )تخليص پيچيده تر است  (ممکن است نيازمند برش باشند) هميارهای الحاقی وابستگی 
 (پروتئين ها

 پری پلاسم
انواع )تخليص پروتئين ساده تر است   

 (پروتئين ها كمترند
 مزايا

 .استفاده از گونه هايی كه در بيان پروتئازها نقص دارند 
 در بالااستفاده از هميارهای الحاقی و ديگر روش های ذكر شده 

 پروسه ليز پروتئين كوتاه تر است

 تشکيل باندهای دی سولفيدی بيشتر  
 Iبيان همزمان سيگنال پپتيداز  

 prlFبيان همزمان 
 prlFاستفاده از  سوش های موتانت 

 secEو  prlA4بيان همزمان 
 pspAبيان 

 secبيان همزمان ژن های 
 پروتئين های الحاقی

سيگنال پپتيد هميشه موجب تسهيل 
 انتقال نمی شود 

يا موجب خروج بيش از حد پروتئين می 
 شود

 معايب

 جايگزينی آمينو اسيدی 
 بيان همزمان ايزومراز دی سولفيد

 كاهش فولدينگ

 بيان همزمان مولکول های چاپرونی 
 كاهش دمای رشد 

 افزودن ساكارز يا رافينوز به محيط كشت

 انکلوژن بادیامکان تشکيل 

 غشای داخلی
تاكنون برای بيان بالای پروتئين به كار   

 نرفته است
 

ممکن است مطالعات فارماكولوژيک و   
 فعاليت های آنزيمی را تسهيل نمايد

Dalboge  و همکارانش هورمون رشد انسانی دارایN-
پپتيديل اين دنباله توسط دیترمينال اضافی توليد نمودند كه 

اين . حذف و هورمون رشد اصلی حاصل گرديد Iآمينوپپتيداز 
كه طوریای در انتهای آمينی است بهروش نيازمند دنباله

ای طراحی شده گونهآمينه بوده و به حاوی تعدادی ريشه اسيد
بر علاوه. پذير باشدترمينال در آن امکان-Nكه برش متيونين 

آمينو اسيد دوم يا سوم در پروتئين هدف بايد اين، ريشه 
روش ديگر ايجاد انتهای آمينی صحيح برای هر . پرولين باشد
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

احتمال تخريب پروتئين در سيتوپلاسم . پروتئين است
به تر، نسبتعلت حضور تعداد پروتئازهای بيشبه اشريشياكلی
اين موضوع در بخش تجزيه . تر استها بيشساير بخش
مسأله ديگر در بيان . رد بررسی قرار گرفته استپروتئين مو

های سيتوزولی ژن، تخليص پروتئين هدف از ساير پروتئين
كلی ااشريشيبر اساس محاسبات، كروموزوم . درون سلولی است

ها كند كه البته تمام اين ژنژن را كد می 4111الی  1111
 .(1)شوند تحت شرايط ويژه رشد بيان نمی

 
  پلاسمیبیانپری

در سيتوپلاسم اين اشريشياكلی پس از سنتز پروتئين های 
امکان وجود دارد كه محصول ژن كلون شده به سيتوپلاسم، 

ترشح . پلاسمی برودغشاء داخلی يا خارجی، يا فضای پری
پلاسمی اغلب باعث محصول ژن كلون شده به فضای پری

شود كه ممکن بوده توسط افزايش بيان پروتئين خارجی می
تشکيل باندهای . (17)پروتئازها در سيتوپلاسم تجزيه گردد 

دهد كه توسط  دی سولفيدی پايدار تنها در غشاء سلول رخ می
های  د اكسيدوردوكتازها كه به نام پروتئيندی سولفي -تيول
Dsb های  بنابراين پروتئين. شود شوند كاتاليز می شناخته می

بادی و بسياری از حاوی باند دی سولفيدی مثل قطعات آنتی
پلاسم های پپتيدی با كنفورماسيون طبيعی در پری هورمون
 .(21)شوند  توليد می

 
-های نوتركيب به پری چند ويژگی كلی برای انتقال پروتئين

پلاسم، ايجاد محيط اكسيده پری( 1: پلاسم وجود دارد
پلاسم تنها پری( 2. كند سولفيدی را تسهيل میباندهای دی

پروتئين  111) استهای كل سلول  از پروتئين% 4حاوی 
تری از سيتوپلاسم پلاسم حاوی پروتئاز كمپری( 1(. مختلف

گيرد و از اين  تر صورت میاست و تجزيه پروتئين در آنجا كم
های  طريق فعاليت بيولوژيکی، پايداری و حلاليت پروتئين

امکان تخليص آسان توسط ( 4. يابد منتقل شده افزايش می
كاهش قابل توجه در ميزان ( 3. شوک اسمزی وجود دارد

پلاسم گيری توليد پروتئين در پریتواند با هدف ها می ناخالصی
پلاسم تشکيل اينکلوژن بادی در پری(  . ميزبان حاصل شود

اند فرآيندهای تو پلاسم میانتقال به پری( 9. رسد به حداقل می
ترمينال پروتئين -Nپايين دستی را تسهيل كند و صحت 

طور  انتقال از عرض غشاء به) كند  توليد شده را تأمين می
( شود ترمينال هدف گيری می-Nمعمول با سيگنال پپتيدهای 

(2 ,1 ,17 ,21-21). 
 

پلاسم، به توالی منظور رسيدن به پریهای هترولوگ به پروتئين
N- ها را به يک كانال هدايت  شوند كه آن ترمينال مجهز می

 -Secكننده پروتئين در غشاء سيتوپلاسمی به نام

translocon ها از دو مسير به  پروتئين. كند هدايت میSec- 

translocon شوند، مسير  هدايت میpost translational 

SecB- targeting وco- translational signal 

recognition particle targeting (SRP) (21). 
 

پلاسم نيازمند انتقال پروتئين از عرض غشای درونی به پری
انواع مختلفی از پپتيدهای نشانه جهت . توالی نشانه است

طور ، بهاشريشياكلیانتقال پروتئين به سيتوپلاسم در 
ها شامل اين توالی. اندآميزی مورد استفاده قرار گرفتهموفقيت

 سيگنال: های پروكاريوتی هستند از جملهانواع سيگنال
، OmpFو  PhoA ،OmpA ،OmpT ،LamB  اشريشياكلی

، ST-II ،LT-A ،LT-Bهای بتا لاكتاماز، انتروتوكسين
اروينيا، توالی  PelBاستافيلوكوكوس اورئوس،  Aپروتئين 

موشی و سيگنال هورمون رشد  RNaseدژنره،  PelBنشانه 
 .(1)انسانی 

 
ای پيچيده و پلاسم پروسهبا اين وجود، انتقال پروتئين به پری

تاحدی ناشناخته است؛ و حضور پپتيد نشانه هميشه متضمن 
عنوان به. انتقال كارآمد پروتئين از عرض غشای درونی نيست

-به های انسانیيی ايمنوگلوبولينكه توليد باكتريااين مثال، با

های گيرنده آميز بوده است اما توليد واريانتموفقيت كامل طور
های ساختاری اين دو پلاسم، با وجود شباهتدر پری Tسلول 

بنابراين با وجود برش صحيح . خانواده، بسيار مشکل است
پلاسم در پری Tپپتيد نشانه، هيچ پروتئين گيرنده سلول 

طور هايی از اين گيرنده كه بهبخش. ده استمشاهده نش
پلاسم تا خوردند، با القای پاسخ شوک گرمايی صحيح در پری

حاصل  Dsb Aدر دمای پايين به همراه بيان بالای چاپرون 
القای تمام انواع  ،shotgunرسد اين روش نظر می به. گرديد
پذير را امکان پلاسمیها، ازجمله انواع ناشناخته پریچاپرون
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بر توالی نشانه، ساير اكنون مشخص شده است كه علاوه. سازد
 ندها در انتقال غشايی دخيلساختاری پروتئين هایخصوصيت

(1). 
 

پلاسم شامل ها به پریهای انتقال بهينه پروتئيناستراتژی
توليد : استتأمين اجزای دخيل در انتقال و پردازش پروتئين 

، prlFموتان های ، استفاده از سويهIبالای سيگنال پپتيداز 
، بيان ژن prlF، بيان ژن secEو  prlA4های زمان ژنبيان هم

pspA و تنظيم منفی، حذف يا عدم استفاده از ژن بتالاكتاماز ،
های برای اجتناب از احتمال بارگيری بيش از حد مکانيسم

امکان . انتقالی يا رقابت بر سر پردازش پپتيدهای نشانه
و همکارانش مورد  Hsiungهای انتقالی در مطالعه محدوديت

بررسی قرار گرفته است؛ اين محققان مشاهده نمودند كه پس 
ساز هورمون رشد انسانی مقادير فراوان پيش IPTGاز القاء با 

كه افزايشی در مقدار هورمون سلول انباشته شد، درحالیدرون
ها به روتئينهای انتقال پتاكنون مکانيسم. انتقالی ديده نشد

 .(1)كامل شناخته نشده است طور بهپلاسم پری
  

سلولیترشحخارج
فرآيند اشريشياكلی انتقال و ترشح پروتئين نوتركيب در 

و چندين فاكتور روی موفقيت آن اثر  ستاای  پيچيده
از جمله اندازه پروتئين نوتركيب، تركيب اسيدآمينه  ،گذارد می

 .(2)چنين پروتئين هدف و مقادير بيان پپتيد راهنما و هم
  

شده جهت ترشح به محيط كشت گيری پروتئين سنتز هدف
 یعمومطور بهاشريشياكلی متأسفانه . دفوايد قابل توجهی دار

كند و دستکاری مسيرهای های اندكی را ترشح میپروتئين
های خارجی امر انتقالی متعدد برای تسهيل ترشح پروتئين

-بهاشريشياكلی درک مسير ترشحی در . بسيار دشواری است

در ترشح پروتئين ضروری است  منظور تصور مشکلات دخيل
(1). 

اين است كه مسيرهای  اشريشياكلی های ويژگی اكثر سويه
ها از غشاء خارجی را  سازماندهی شده برای انتقال پروتئين

قابل اشريشياكلی های اصلی ترشح پروتئين در روش. ندارند
كارگيری مسيرهای موجود به( i: )تقسيم به دو دسته است

های ليدر  استفاده از توالی( ii)های ترشحی و برای پروتئين

پذير های نفوذ، هميارهای الحاقی، پروتئين( راهنما يا نشانه)
، مواد غذايی، يا ساير (Permeabilizing protein) كننده

يا "نشت"عوامل تأثيرگذار بر ترشح پروتئين در نتيجه
روش اول، مسير وابسته . نفوذپذيری انتخابی برای خروج دارند

 Signal recognition)( SRP)ی سيگنال به ذره شناساي

(SRP) )particle ای در ترشح پروتئين مورد نظر  مزيت ويژه
. های غير هدف را دارددارد و حداقل آلودگی توسط پروتئين

شايد بهترين مثال در اين مورد ژن هموليزين باشد كه برای 
-های هيبريد ترشحی مورد استفاده قرار میساخت پروتئين

تواند به توالی  است كه می GTPaseباكتری يک  SRP. گيرد
های ترشحی خاص يا به قطعات ترنس ممبران  نشانه پروتئين

های غشاء داخلی متصل شود و سپس كمپلکس  پروتئين
. زنجيره نو پديد متصل به ريبوزوم به غشاء هدف گيری شود

روش دوم وابسته به القای نشت محدود در غشای خارجی 
هايی در اين رابطه عبارتند مثال. روتئين استمنتج به ترشح پ

، توالی ompA، توالی راهنما pelBاستفاده از توالی راهنما : از
زمان پروتئين رهاسازی ، بيان همAراهنمای پروتئين 

باكتريوسين، پروتئين رهاسازی باكتريوسين القاء شده با 
ميتومايسين به همراه افزودن گلايسين به محيط كشت، و 

بر اين علاوه. جهت نفوذپذير نمودن غشا kilزمان ژن هم بيان
و  secY)زمان دو فاكتور ترشحی ديده شده كه بيان هم

secE)(22)دهد  های خاصی را افزايش می ، ترشح پروتئين. 
 

هایالحاقیپروتئین
های نوتركيب هدف هميشه در حالت محلول ايجاد  پروتئين

هايی با تمايل قطعات نامحلول،  برای پروتئين. شوند نمی
فيوژن )مهندسی متابوليک از طريق تکنولوژی پروتئين الحاقی 

های اخير در سال. شود منجر به بيان محلول می( پروتئين
های الحاقی توجهی در مهارت و تنوع پروتئينافزايش قابل 

-مزيت. شودمورد استفاده در تحقيقات بيولوژيک، مشاهده می

-های الحاقی موارد كاربردی فراوانی را شامل میپروتئين های

گسترده و جامعی مورد بررسی قرار  هایهشود و در مطالع
را  های الحاقی شناخته شدهتر پروتئينبيش 1جدول . اندگرفته

-ورزی سايت طراحی و دست هایهساير مطالع. دهدنشان می

های الحاقی، جهت برش های برش مناسب، شرط لازم پروتئين
های الحاقی را مورد  آنزيمی يا شيميايی و حذف پروتئين
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طور خلاصه استفاده از  اين بخش به. دهندمطالعه قرار می
بالا و در  های الحاقی كه دارای اثر مستقيم بر توليدسيستم

های هدف هستند را مورد بررسی برخی موارد، ترشح پروتئين
 .(1)قرار داده است 

 
های  منظور تسهيل بيان، حلاليت و تخليص پروتئين در واقع به

. نوتركيب تعداد زيادی از اجزای پروتئين الحاقی ايجاد شدند
شامل يک  معمولطور بههای الحاقی يا كايمريک  اين پروتئين

ممکن است مرتبط يا حتی نامرتبط  جزء يا دنباله هستند كه
اكثر هميارهای الحاقی برای هدف . های هدف باشند به پروتئين

اين . روند كار می تخليص با ميل تركيبی اختصاصی به
با حفاظت : های الحاقی امتيازات ديگری نيز دارند دنباله

دهند  پروتئين از پروتئوليز داخل سلولی، حلاليت را افزايش می
 GFPاختصاصی عنوان گزارشگرهای بيان ند بهتوان يا می

 BFPطور مستقل يا در تركيب با  به( پروتئين فلئورسانت سبز)
برای سنجش انتقال انرژی فلورسانت ( پروتئين فلورسانت آبی)
(FRET )مقادير بالای بيان اغلب از . مورد استفاده قرار گيرند

N- طور  ه بهترمينال يک هميار الحاقی به يک توالی بيان شوند
علت پايدار شدن  احتمال بهبه)كند  ضعيف انتقال پيدا می

mRNA .)های ميل  تر بحث شد، دنبالهطور كه پيشهمان
كه  است( His-tag)هيستيدين  تركيبی معمول، دنباله پلی

سازگار با كروماتوگرافی ميل تركيبی فلزی بدون حركت 
(IMAC ) و دنباله گلوتاتيونS- خليص از ترانسفراز برای ت

های ميل تركيبی  دنباله. استطريق رزين بر پايه گلوتاتيون 
های الحاقی متداول ديگری با در  پروتئين. ديگر نيز وجود دارد

سازی بيان نوتركيب شامل پروتئين اتصال به   نظرگرفتن بهينه
 است (N-utilizing NusA substance A)و ( MBP)مالتوز 
شوند  هايی می ليت پروتئينطور ويژه باعث افزايش حلا كه به

 .(22)كه تمايل به تشکيل اينکلوژن بادی دارند 
 

Uhlen ای را براساس و همکارانش هميار الحاقی چند منظوره
استافيلوكوک يا مشتقات سنتتيک آن ايجاد  Aپروتئين 

عنوان نشان تمايلی تخليص،  بر كاربرد آن به علاوه. نمودند
عنوان هميار محلول كننده جهت  به Aبخش پروتئين 

كند و حضور پپتيد نشانه تاخوردگی بهتر پروتئين عمل می
 .شود به محيط كشت می نيروتئپمنجر به ترشح  Aپروتئين 

استافيلوكوک  Gيک هميار الحاقی ديگر مشتق از پروتئين 
(SPG) پروتئين ديواره سلولی باكتريايی، است كه نواحی ،

اتصالی مجزايی برای آلبومين، درون دمُين انتهای آمينی خود، 
. ، درون دمُين انتهای كربوكسيل خود، داردGو ايمنوگلوبولين 

 (Residue)شهري  4دمُين اتصال به آلبومين حداقل شامل 
عنوان نشان تمايلی برای تخليص بوده و به SPGمشتق از 
بر علاوه. شوداستفاده می cDNAهای كدشونده با پروتئين

گزينه جديدی  Aو پروتئين  SPGهای  اين، تركيب دمُين
-دهد و پروتئين هدف را به ميزان بيشبرای تخليص ارائه می

كاربرد جالب و . كندتری از تخريب پروتئوليتيک محافظت می
مهم دمُين اتصال به آلبومين توانايی آن در پايدار نمودن 

 های دارای عمر كوتاه در گردش پيرامونیپروتئين

(Peripheral circulation )اثر با  پستاندارن است؛ اين
به البومين سرم، پروتئينی با طول  SPGی اتصال دُمين واسطه

دهند كه هميارهای نشان می هاهمطالع. شودعمر بالا ايجاد می
محلول انسانی را در  CD4عمر نيمه SPGالحاقی مشتق از 

آن را در موش  1موش افزايش داده و حذف گيرنده مکمل نوع 
 .(1)صحرائی كاهش داده است 

 
 9سيستم تمايلی ديگری ساخته شده است كه از تازگی به

جزئی اين سيستم چند. كندنشان تمايلی مختلف استفاده می
-استفاده از شرايط مختلف، برای مراحل اتصال و همامکان 

چنين مراحل شستشو، و ابزاری مناسب جهت توليد، 
های نوتركيب را فراهم آورده شناسايی، و تخليص پروتئين

های هدف حلاليت اتصال تيوردوكسين به پروتئين. است
را كلی ااشريشيهای الحاقی توليده شده در سيتوپلاسم پروتئين

 یگيری افزايش داده و از تشکيل اجسام انکلوژنچشمبه ميزان 
طور مشابه، هومولوگ تيوردوكسين،  به. كند جلوگيری می

DsbA، عنوان هميار الحاقی برای هدايت انتقال پروتئين به  به
تمامی اجزاء الحاقی . گيردپلاسم مورد استفاده قرار میپری
. ستندثر نيؤيک ميزان در كاهش تشکيل انکلوژن بادی م به

Kapust و Waugh  در يک مقايسه سيستميک اثر اجزاء
پپتيد مستعد ايجاد  پلی  الحاقی مختلف در افزايش حلاليت 

 MBPاينکلوژن بادی مورد بررسی قرار داده و دريافتند كه 
ترانسفراز حل كننده  -sتر از تيوردوكسين يا گلوتاتيون بيش
 .(1)است 
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 هميارهای الحاقی و كاربردهای آنها. 1جدول 

 شرايط تخليص ماتريکس۳ ليگاند هميارهای الحاقی

Flag peptide  Anti-Flag monoclonal antibodies, M1, M2 Low calcium, EDTA, glycine 

His6 Ni2+--nitrilotriacetic acid Imidazole 

Glutathione-S-transferase  Glutathione-Sepharose  Reduced glutathione 

Staphylococcal protein A  Immunoglobulin G-Sepharose Low pH, IgG-affinity ligand 

Streptococcal protein G  Albumin Low pH, albumin-affinity ligand 

Calmodulin  

 

Organic ligands, peptide ligands, 

DEAESephadex 

Low calcium 

Thioredoxin  ThioBond resin Ion exchange 

b-Galactosidase Ubiquitin TPEGb-Sepharose Borate 

Chloramphenicol acetyltransferase  Chloramphenicol-Sepharose Chloramphenicol 

S-peptide (RNase A, residues 1–20)  S-protein (RNase A, residues 21–124) Denaturing or nondenaturing conditions 

Myosin heavy chain   Differential solubility in low/high salt 

DsbA   

Biotin subunit (in vivo biotinylation)   

Avidin  Biotin Denaturation (urea, heat) 

Streptavidin  Biotin Denaturation (urea, heat) 

Strep-tag  Streptavidin 2-Iminobiotin, diaminobiotin 

c-myc  Anti-myc antibody  

Dihydrofolate reductase  Methotrexate-agarose Folate buffer 

CKSc   

Polyarginine  S-Sepharose NaCl 

Polycysteine  Thiopropyl-Sepharose Dithiothreitol 

Polyphenylalanine  Phenyl-Superose Ethylene glycol 

lac repressor  lac operator Lactose analog, DNase, restriction endonuclease 

T4 gp55   

Growth hormone N terminus   

Maltose-binding protein  Amylose resin Maltose 

Galactose-binding protein  Galactose-Sepharose Galactose 

Cyclomaltodextrin glucanotransferase  a-Cyclodextrin-agarose a-Cyclodextrin 

Cellulose-binding domain  Cellulose Water 

Hemolysin A, E. coli   

l cII protein   

TrpE or TrpLE   

Protein kinase site(s)   

(AlaTrpTrpPro)n   Aqueous two-phase extraction 

HAId epitope   

BTag (VP7 protein region of 

bluetongue virus) 

Anti-BTag antibodies  

Green fluorescent protein (GFP)   

Blue fluorescent protein (BFP)   

 
كوئيتين بازده توليد پروتئين را از ها به توالی يوبیالحاق ژن

از كل پروتئين سلول افزايش % 21مقادير غيرقابل شناسايی به 
دست آمده نتايج مشابهی توسط ساير محققين به. داده است

در بازده پروتئين ناشی از حفاظت افزايش قابل توجه . است
تر، و ترجمه پروتئين هدف از پروتئوليز، تاخوردگی مناسب

كوئيتين يا مسير متابوليک يوبی. خواهد بود mRNAكارآمد 
 Baker. های پروكاريوت وجود نداردكوئيتين در ارگانيسميوبی

های الحاقی، كوئيتين از پروتئينو همکارانش برای حذف يوبی
كلی اشريشيازمان در را هم Ubp2كوئيتين ز ويژه يوبیپروتئا

زمان كوئيتين از پروتئين الحاقی را همبيان نمودند و برش يوبی
 .(1)با ترجمه تحريک نمودند 

 
ای الحاقی ه های پروتئين طور معمول معايب اصلی تکنولوژی به

ها به پروتئازهای گران  جدا سازی پروتئين اين است كه اول
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ندرت شکست به دومنياز دارد، ( ينازو انتروك Xaمثل فاكتور )
مراحل  سومشود و  شود و منجر به كاهش بازدهی می كامل می

با تاخوردگی و )ديگری لازم است تا يک محصول فعال 
دست آيد و در نهايت  به( ايزومريزاسيون باندهای دی سولفيدی

 . (1)شود  حلاليت تضمين نمی
 

هایمولکولیچاپرون
ها پس از امروزه ثابت شده است كه تاخوردن مؤثر پروتئين

صورت ساختارهای پپتيدها بهآيی پلیترجمه، گردهم
های واسطه پروتئينها بهاليگومريک، و استقرار پروتئين

اثبات . پذير استهای مولکولی امکان به نام چاپروناختصاصی 
فسفات آيی كارآمد ريبولوز بيس اينکه توليد و گردهم

های نيازمند پروتئينكلی ااشريشيكربوكسيلاز پروكاريوتی در 
GroES  وGroEL ای در است، منجر به تمايل فزاينده

كلی اشريشياهای مولکولی برای بيان ژن در استفاده از چاپرون
ها حال، نتايج تجربی حاصل از استفاده چاپرونبا اين. گرديد

ها در بيان ژن زمان چاپرونتوليد هم هایمتناقض بوده و اثر
كه عنوان مثال، با اينبه. ظاهر محدود به نوع پروتئين استبه

استفاده  GroESLمحقق از پلاسميدهای  411بيش از 
بود بيان ژن را گزارش ها به اند اما تنها نيمی از آننموده

كه توليد بر ايناخير مبنی هایهاين مطلب با مشاهد. نمودند
 ۳زمان تيوردوكسين باعث افزايش قابل توجه در حلاليت هم

-زمان چاپرونكه توليد همداران شده، در حالیپروتئين مهره

ها را حلاليت تنها چهار مورد از اين پروتئين GroESLهای 
سلولی كه سطوح دروناين. خوانی دارد، همافزايش داده است

های مختلف چاپرون محدود به شرايط بيان بالای ژن گونه
عنوان مثال، به. مانده استاست، همچنان نامعلوم باقی

Knappik های فرآيند تاخوردگی را و همکارانش اثر كاتاليست
پلاسم مورد آزمايش قرار بادی در پریبر توليد قطعات آنتی

سولفيدی كه وجود پروتئين ايجاد كننده باند دیبا اين. ددادن
DsbA  كامل ضروری است، اما بيان بيش طور بهدرون سلول

. دهدبادی را افزايش نمیآنتی هایهاز حد آن بازده توليد قطع
ها در بيان ژن استفاده از چاپرون هایو تصور هاهمحققان فرضي

دقيق و مستدلی را ارائه  ایهرا مورد بازبينی قرار داده و اظهار
 .(1)دادند 

 

های مولکولی بر اساس مکانيسم عمل به سه كلاس  چاپرون
 folding) های تاخوردن چاپرون( 1: شوند تقسيم بندی می

chaperons) :پرون های تا خوردن مثل اچDnaK  وGroEL 
كه تا خوردن مجدد يا عدم تا خوردن سوبستراهايشان را از 

كنند و وساطت می ATPطريق تغيير كنفورماسيون وابسته به 
از اين طريق نيز از تشکيل انکلوژن بادی از طريق كاهش 

هايی را كه به  كند و پروتئوليز پروتئين تجمعات جلوگيری می
های  رونچاپ( 2. كند اند را تحريک میاشتباه تاخورده

كه  IbpBو  IbpAمثل : (Holding chaperons) نگهدارنده
های تاخوردن عمل كند و تا حدی  تواند مشترک با چاپرون می

های تا خورده را روی سطحشان و تحت شرايط خاصی  پروتئين
های دناتوره شده بر اثر گرما را از تجمعات  نگه دارد و پروتئين

از  كننده های جلوگيری چاپرون( 1.برگشت ناپذير حفاظت كند
 HtpGو  clpBمثل : (Disaggregate chaperons) تجمع

ی القاء  های تجمع يافته كه باعث تحريک حلاليت پروتئين
 .(22)شوند  كننده استرس می

 
تاخوردن پروتئين در جهت ايجاد محصول  یعمومطور به

-پروتئين. رودنهايی پايدار به لحاظ ترموديناميکی پيش می

-بهها، هايی كه شديد ناپايدار هستند حتی در حضور چاپرون

-پپتيدبنابراين نقص پلی. خورندطور نادرستی تا میبه احتمال

های پروتئينی چند کسهای نشانه از كمپلها، توليد دُمين
طور بهسولفيدی كه زيرواحدی، فقدان تشکيل باندهای دی

معمول در ساختار پروتئين مشاركت دارند، يا نبود اصلاحات 
شدن، دستيابی به پايداری پس از ترجمه ازجمله قندی
بر اين واضح است علاوه. سازندترموديناميکی را غيرممکن می

. كنندطور هماهنگ عمل می ها بهكه انواع مختلف چاپرون
نتيجه خواهد بنابراين توليد بيش از حد يک چاپرون نشانه بی

تنهايی باعث به DnaKعنوان مثال، توليد بالای به. بود
زمان گردد كه اين ناپايداری با توليد همناپايداری پلاسميد می

DnaJ ژن  1زمان طور مشابه بيان همبه. يابدكاهش می
حلاليت كينازهای متعددی را افزايش كلی اشريشياچاپرون در 

شده های كلوندر برخی موارد، ضروری است چاپرون. دهدمی
زمان بيان طور همعنوان پروتئين هدف بهاز منشأ يکسان به

عنوان مثال، به. متغير مورد نظر ديگر دمای رشد است. شوند
ا در توليد بتا گالاكتوزيداز ر GroES-GroELزمان بيان هم
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 42يا  19دهد اما اين اتفاق در درجه افزايش می 11دمای 
 DnaJو  DnaKحالی است كه افتد؛ اين دردرجه اتفاق نمی

كه بيان نهايت ايندر . ثر بودندؤشده م در تمام دماهای تست
فنوتيپی ازجمله  هایتواند منجر به تغييرها میبالای چاپرون

ن سلول و توليد پروتئين ای شدن سلول شود و زنده ماندرشته
 .(1)را به مخاطره اندازد 

 
زمان در دو گزارش اخير نشان داده شده است كه بيان هم

انسان و موش صحرايی با ( PDI)سولفيد ايزومراز پروتئين دی
پلاسم ژن هدف، بازده پروتئين با تاخوردگی صحيح را در پری

سولفيدی در تشکيل باند دی. دهدافزايش میكلی اشريشيا
شود كه ها تسهيل میتوسط گروهی از پروتئينپلاسم پری

شود كه تصور می. كنندپتانسيل ردوكس صحيح را حفظ می

DsbAپلاسمی محلول، تشکيل باند دی، پروتئين پری-

 كند؛ درمستقيمکاتاليز میطور بهها سولفيدی را در پروتئين
، پروتئين غشای داخلی، در اكسيداسيون DsbBكه حالی

يوكاريوتی قادر به كامل نمودن  PDI. داردنقش  DsbAمجدد 
است، اما عملکرد آن در  dsbAهای موتانت خنثی فنوتيپ
اين،  برعلاوه. از بين رفته است كمابيش dsbBهای موتانت

های هدف با افزودن برای افزايش بازده پروتئين PDIتوانايی 
پيشنهاد  هاهاين مشاهد. يابدگلوتاتيون خارجی افزايش می

برای اكسيداسيون مجدد خود وابسته به  PDIكنند كه می
موش  PDIبيان . های ردوكس باكتريايی استپروتئين

كننده صحرايی جهت تقويت تاخوردگی صحيح فعال
 .(1)پلاسمينوژن بافتی، گزارش شده است 


 E.coliكاربرد در های كمكدون. 4جدول 

Codon(s)                                       Amino acid 

AGA, AGG, CGA, CGG.   ........................ Arg 
UGU, UGC.............  ..... ........................... Cys 

GGA, GGG.................  . ........................... Gly 

AUA.............................   . 

.............................Ile 

CUA, CUC................................................. Leu 

CCC, CCU, CCA....................................... Pro 

UCA, AGU,UCG, UCC ............................ Ser 

ACA .......................................................... Thr 

 
های  های مختلف كدكننده چاپرون و پروتئين زمان ژنبيان هم

 هدف نوتركيب در افزايش پروتئين بيان شده در بخش محلول
 -Dnakزمان سيستم چاپرونی بيان هم مثل طوربه.استثر ؤم

Dnaj- GrpE  وGroEL- GroEs  همراه با فاكتور شروع
. دهد های بيان شده را افزايش میكننده، حلاليت پروتئين

های چاپرونی، تعاونی هستند و بهترين استراتژی شامل  سيستم
 , GroELبه های متعلق چاپرون هایزمان تركيببيان هم

Dnak, ClpB های شروع كننده همراه با  و خانواده چاپرون
 .(24) استريبوزوم 

سلولی های درونتاخوردگی نادرست پروتئين به غلظت
نسبت ( Aggregation-prone) های مستعد تجمعواسطه

كه موضوع اين مقاله حداكثر بنابراين، با اين. شودداده می
نمودن سنتز پروتئين است اما كاهش سرعت سنتز پروتئين 

واقع، در . بايستی تاخوردگی نامناسب پروتئين را رد كند
تر يا شرايط القای جزئی استفاده از پروموترهای ضعيف

تر تواند منجر به توليد مقادير بيشتر میپروموترهای قوی
و همکارانش ثابت نمودند  Kadokura. پروتئين محلول شود

برای ترشح مقادير فراوان اشريشياكلی های توانايی موتانت
تر سنتز پايين علت سرعتپلاسم بهآلکالين فسفاتاز به پری

 .(1)است  phoAمحصول ژن 
 

(Codon Usage)هایترجمهکدونانطباق
های يوكاريوتی و ترجمه، عدم استفاده ژن یها  انطباق كدون

يکی . معنی به ميزان يکسان استهای همپروكاريوتی از كدون
ها، موضوع  در كلون كردن و بيان هترولوگ ژن هااز مشکل

معمول موجب عدم طور بهست، زيرا ترجمه ا یها  انطباق كدون
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های مربوط به يک ارگانيسم در ارگانيسم  بيان مناسب ژن
های  علت اين امر تفاوت در الگوی كدون. شود ديگر می

های فراوان در tRNA های دارای پركاربرد يا كدون
برای جلوگيری از اين مشکل، يا . های متفاوت است ارگانيسم

د كدون ميزبان تغيير با توالی ژن مورد نظر را با الگوی كاربر
های  شود يا از سويه صورت سنتتيک توليد میداده و ژن به

خوبی توانايی گردد كه به ای استفاده می ورزی شده دست
ها مشخص  در برخی ارگانيسم. ها را دارند ترجمه همه كدون

در سلول كم  tRNAهای  شده است كه مقدار بعضی از گونه
(tRNA نادر )های  ول شناسايی كدوناست كه از قضا مسئ

. ندهست( (Degenerated Codon) های دژنره كدون)مختلفی 
 tRNAهای  های آن نيازمند مولکول تر كدونلذا ژنی كه بيش

خير در ترجمه شده و در ميزان فراورده أنادر هستند، دچار ت
 .(23)ثر خواهد بودؤنهايی آن م

  
 در ترجمه یها  الگوی انطباق كدونآناليز سيستماتيک 

 كمابيش(. 1)اند  زير را در پی داشته هایهمشاهدكلی ااشريشي
 های دژنره گرايش كدونیهای كدونبرای تمام خانواده

(codon bias) به يک يا دو كدون خاص وجود داردنسبت .
نظر های مختلف، صرفتوسط ژن بارهاای های ويژهكدون( 2)

-گيرند؛ بهاز فراوانی پروتئين مربوطه، مورد استفاده قرار می

 .(1)كدون ترجيحی برای پرولين است  CCGعنوان مثال، 
هايی كه در سطوح پايين به ژنهای دارای بيان بالا نسبتژن

تری از خود شوند، گرايش كدونی بيشط بيان میيا متوس
های دارای  در ژن ترجمه یها  انطباق كدونلذا . دهندنشان می

فركانس استفاده از ( 4. )تری داردبيان بالا، اهميت بيش
-هم tRNAمعمول بيانگر فراوانی طور بهمعنی های همكدون

های اشاره بر اين دارد كه ژن هاهاين مشاهد. هاست جنس آن
اشريشياكلی ندرت توسط هايی كه بههترولوگ غنی از كدون
-بهاشريشياكلی گيرند، ممکن است در مورد استفاده قرار می

 .(1)ثری بيان نشوند مکرراً  نحو م
  

tRNAArg (AGG/AGA) عنوان فاكتور محدودفرعی آرژينين به-

های پستانداران كننده در بيان باكتريايی بسياری از ژن
ندرت به AGGو  AGAهای كدونشناخته شده است، زيرا 

اين معضل با موتاسيون . شونداستفاده می اشريشياكلیتوسط 

های كمياب آرژنين با كدون  هدايت شده و جايگزينی كدون
. (23)قابل حل است  لیكاشريشياآن در ( CGC)ترجيحی
 tRNAArgكدكننده  argU  (dnaY)زمان ژنبيان هم

(AGG/AGA) شودمنجر به توليد فراوان پروتئين هدف می .
قبل از كدون دهم از كدون  AGGهای كه كدون هنگامی

شوند، توليد بتاگالاكتوزيداز جای داده می lacZآغازی ژن 
و همکارانش گزارش  Goldmanطور مشابه، به. يابدكاهش می

طور متوالی در های با كاربرد اندک بهنمودند كه وقتی كدون
قرار گيرند، ممانعت ترجمه  mRNA '5نزديکی انتهای 

mRNAچنين آرژينين بسيار ی مورد آزمايش در لوسين و هم
و همکارانش گزارش نمودند كه  Ivanov. تر خواهد بودقوی

منجر به ممانعت اساسی در  AGGسرهم كدون تکرار پشت 
. شود، میmRNAها در  بيان ژن، مستقل از محل استقرار آن

های اين محققان تأثير بازدارندگی را به رقابت كدون
AGGAGG سرهم با توالی پشتSD طبيعی نسبت می-

علت وجود هرپس سيمپلکس ويروس به ICP4بيان ژن . دهند
. تأثير است ريشه سرين بی 17 كمابيشقطعه پيوسته از 

به كمک موتاسيون خاموش در  ICP4بهبودی در كارايی سنتز 
سازی محيط كشت با سرين، بيان منطقه غنی از سرين، مکمل

. ، مشاهده نشدtRNASer5بيان  سنتتاز، يا tRNA-بالای سريل
های متناسب با تعداد كدون سنسبت معکوسطح بيان ژن به

مسلم يک طور بهكه اين مورد با اين .سرين در اين منطقه است
بلند با  هایهمعکوس قطع هایمورد افراطی است اما بر اثر

از طرفی . های مشابه بر كارايی ترجمه دلالت داردكدون
اند كه هايی را گزارش نمودهمحققان ديگر بيان كارآمد ژن

 Vᵝ5.3در مورد ژن . های كم كاربرد هستندحاوی كدون
 AGA/AGGهای آن كدون% 4نسانی كه ا Tگيرنده سلول 

منجر به  tRNAArg (AGG/AGA)سلولی است، افزايش منبع درون
-شده در سلول نمیشناسايی Vᵝ5.3افزايش قابل توجه مقادير 

لذا برای حل مشکل كاربرد و ترجيح كدونی دو . (1)شود 
 codon)سازی كدون بهينه( 1: استراتژی قابل استفاده است

optimization )افزايش و ( 2ننده خارجی و های كدك توالی
های كمياب در ميزبان اصلاح tRNAدر دسترس قرار دادن 

های   انطباق كدونسازی  منطق پشت بهينه. ( 2)است  شده
تغيير كدون نادر در ژن هدف، به كدون رايج ميزبان  ترجمه،
كه توالی اسيدآمينه پروتئين كدشده در اين طوریبه. است
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زايی هدايت  اين امر با جهش. (29, 2۳) روند نبايد تغيير كند
و يا ( site-directed silent mutagenesis)شده خاموش

سازی  بهينه. گردد  میهايی از آن ميسر  سنتز كل ژن يا بخش
يند آزايی هدايت شده خاموش يک فر كدون توسط جهش

های نوتركيب  كه پروتئين سخت و گران است، بنابراين زمانی
از سوی ديگر، طراحی . زيادی مورد نياز است مفيد خواهد بود

و سنتز ژن مستلزم انتخاب بهترين توالی از تعداد زيادی از 
رين روش، يک استراتژی به نام تساده. ممکن است هایتركيب

است، كه جايگزينی تمام  "يک آمينو اسيد، يک كدون"
ترين كدون در  های يک اسيدآمينه داده شده با فراوان كدون

تر، كه پارامترهای  های پيشرفته الگوريتم. استژن هدف ميزبان 
و  (codon context) سازی زمينه كدون ديگری مانند بهينه

اند  ، مطرح شده( codon harmonization) هماهنگی كدونی
افزار  صورت وب سرور و يا نرمها به بعضی از آن كه (27)

از طرفی، برای توليد و بيان . (1) ندهستدسترس  مستقل در
ها، در دسترس  بالای پروتئين نوتركيب هترولوگ در سلول

كننده  شارژ شده كدون نادر عامل عمده تعيين tRNAبودن 
های با tRNAكاهش . (11)است  سطح پروتئين توليد شده

خير انداختن ريبوزوم و متعاقب آن جدا أباعث به تفراوانی كم 
و در نتيجه، عدم توليد يک محصول  RNAشدن از رشته 

چندين سويه  برای حل اين معضل،. (11)گردد  كامل می
های نادر tRNAهای اضافی ژن  حامل پلاسميد حاوی نسخه

 .توانند مورد استفاده قرار گيرند می
 

تخریبپروتئین
شده است كه نقش ای انتخابی و بسيار تنظيمپروتئوليز پروسه

حاوی تعداد لی كاشريشيا. مهمی در فيزيولوژی سلول دارد
پلاسم و غشاهای زيادی پروتئاز است كه در سيتوپلاسم، پری

های پروتئوليتيک اين آنزيم. اندداخلی و خارجی استقرار يافته
های متابوليک، ازجمله حذف انتخابی در بسياری از فعاليت

آسيب يا تغيير پروتئين . های غيرعادی، مشاركت دارندپروتئين
-ممکن است ناشی از شرايط مختلفی باشد ازجمله پلی

های ناشی از جانشينی آمينواسيد، پپتيدهای ناقص، موتاسيون
مری، های مولتیسنتز بيش از حد زيرواحدها در كمپلکس

-واسطه اكسيداسيون يا حمله راديکالمه بهآسيب پس از ترج

های نابهنجاری چنين پروتئين. های آزاد، و مهندسی ژنتيک
تاكنون، . شوندتوسط ماشين پروتئوليتيک باكتريايی حذف می

شناخته نشده است و  لكامطور بهمکانيسم تخريب پروتئين 
لی كاشريشياهای پروتئوليتيک عملگر در تمام مسيرها يا آنزيم

عنوان مثال، پروتئاز جديدی در ارتباط با به. اندناخته نشدهش
شناخته شده است و مکانيسم جديدی  تازگیبهغشای خارجی 

آشکار اشريشياكلی های غيرعادی در برای تخريب پروتئين
های توجه علمی به اين حيطه ابزارها و استراتژی. شده است

ای هجديدی برای به حداقل رساندن تخريب پروتئين
 .(1)ايجاد نموده است اشريشياكلی هترولوگ در 

 
های ساختاری دقيقی كه تغييرپذيری كه ويژگیاين با

اند، اما يک سری از شود شناخته نشدهها را سبب میپروتئين
ای در مجموعه. اندهای ناپايداری پروتئين روشن شدهشاخص
ارانش قانون و همک Varshavskyسيستماتيک،  هایهاز مطالع
را تنظيم نمودند كه پايداری متابوليک يک پروتئين  Nانتهای 

بنابراين، در . داندهای انتهای آمينو مرتبط میرا به ريشه
E.coli ،Arg ،Lys ،Leu ،Phe ،Tyr  وTrp  انتهای آمينو

كنند، در ای به پروتئين مورد نظر اعطا مینيمه عمر دو دقيقه
عمری بيش ينه به جز پرولين نيمهكه ساير اسيدهای آمحالی

آمينواسيدهای با . دهنداز ده ساعت به همان پروتئين ارائه می
پپتيد كاتاليز زنجيره جانبی كوچک در جايگاه دوم پلی

متيونين انتهای آمينو توسط متيونين آمينوپپتيداز را تسهيل 
 احتمالبهكنند كه پيشنهاد می هاهبنابراين، مطالع. كنندمی

Leu متيونين در معرض قرار  در موقعيت دوم با حذف ريشه
شاخص دوم . شودگرفته و منجر به ناپايداری پروتئين می
ای است كه نزديک ناپايداری پروتئين ريشه ليزين داخلی ويژه

اين ريشه پذيرنده زنجيره مولتی . انتهای آمينو قرار گرفته است
پروتئاز  كوئيتين است كه تخريب پروتئين را توسطيوبی

نکته . كندها تسهيل میكوئيتين در يوكاريوتبه يوبیوابسته
جالب توجه اين است كه در يک پروتئين چند زيرواحدی، اين 

توانند در زيرواحدهای مختلفی قرار گرفته و شاخص می دو
 .(1)چنان پروتئين را برای پردازش مورد هدف قرار بدهند هم

پروتئين در ارتباط ديگر بين محتوای آمينواسيدی و ناپايداری 
براساس آناليزهای آماری . مطرح شده است PESTفرضيه 
های يوكاريوتی كه دارای عمر كوتاهی هستند، تصور پروتئين
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و  Pro ،Glu ،Serها توسط مناطق غنی از شود پروتئينمی
Thr های آمينواسيد خاصی ناپايدار احاطه شده توسط ريشه
جر به افزايش من PESTهای  فسفريلاسيون دمُين. شوندمی

اتصال كلسيم شده و تخريب پروتئين توسط پروتئازهای 
پيشنهاد شده است كه . كندوابسته به كلسيم را تسهيل می

 اشريشياكلینحو كارآمدی در  به PESTهای غنی از پروتئين
 PESTظاهر فاقد سيستم پروتئوليتيک بهشوند، زيرا توليد می

 .(1)است 
 

های وتئينهای به حداقل رساندن پروتئوليز پراستراتژی
اين . خلاصه شده است 2در جدوللی كاشريشيانوتركيب در 

پلاسم يا گيری پروتئين به پریهدف: ها عبارتند ازاستراتژی
های ميزبان دارای نقص در محيط كشت، استفاده از سويه

های ميزبان در دمای پايين، ساخت پروتئازها، رشد سلول
وكسيل، الحاق پشت های الحاقی انتهای آمينو يا كربپروتئين

های زمان چاپرونسرهم چندين كپی از ژن هدف، بيان هم
های برش ، حذف سايتT4 pinزمان ژن مولکولی، بيان هم

سازی شرايط آمينواسيدها، بهينهبرخی پروتئازی با جايگزينی 
 . (1)پروتئين هدف  تخمير و تغيير هيدروفوبيسيته

 
ابتکار  يدؤهای مختلف برای پايداری پروتئين مبا اينکه روش

های فوق بسته به محققان است، اما سودمندی برخی از روش
بنابراين، . نوع استفاده پروتئين نوتركيب دارای محدوديت است

عنوان مثال، حضور بخش الحاقی در پروتئين هدف ممکن  به
ساختاری و عملکردی يا كاربردهای  هایخصوصيتاست با 

ورزی شيميايی يا  دست. درمانی محصول تداخل داشته باشد
های برش برای حذف بعدی هميارهای الحاقی، آنزيمی سايت
: ای است كه ملاحظات فراوانی را به همراه داردپروسه پيچيده

های برش برای هضم آنزيمی؛ خلوص، در دسترس بودن سايت
های تجاری موجود؛ صحت انتهای آمينو آنزيمويژگی، و هزينه 

محتمل در  هایيا كربوكسی برپايه هضم آنزيمی؛ تغيير
برای . پروتئين هدف بر اساس تيمار شيميايی، و از قبيل آن

های الحاقی در مقياس بالا، برخی از اين توليد پروتئين
های چندتايی ژن الحاق كپی. شوندمشکلات چند برابر می

دمُين، مستلزم تبديل  پپتيدی با چندخت پلیهدف برای سا
متعاقب آن به واحدهای پروتئينی منومری توسط برش با 

در اين مورد، پروتئين هدف نبايد . سيانوژن برومايد است
های متيونين داخلی باشد و از طرفی بايستی قادر حاوی ريشه

اين  بر علاوه. به مقاومت در برابر شرايط سخت واكنش باشد
محدودی در زنجيره جانبی اسيدهای آمينه ممکن  هایتغيير

است رخ دهد و سميت سيانوژن برومايد مسأله مهمی در 
طور مشابه، به. آوردهای برش در مقياس بالا پديد میواكنش

منطقی توالی يک پروتئين مستلزم اطلاعات  هایتغيير
ساختاری زيادی است كه ممکن است اين اطلاعات در 

آميزی طور موفقيتهای مولکولی بهچاپرون. دسترس نباشند
اند ای مورد استفاده قرار گرفتههای ويژهجهت پايداری پروتئين

 .(1)اما قطعيت اين روش هنوز تأييد نشده است 
 

پلاسم حاوی پروتئازهای به پرینسبت لیكاشريشياسيتوپلاسم 
-های تجمعبنابراين، احتمال تخريب پروتئين. تری استبيش

عنوان مثال پروانسولين به. تر استپلاسم كميافته در پری
شده در پلاسم ده برابر پايدار از نوع توليد يافته در پری تجمع

-حال، فعاليت پروتئوليتيک در پریبا اين. سيتوپلاسم است

ترشح به محيط كشت روش جايگزين . پلاسم قابل توجه است
متأسفانه تکنولوژی ترشح . بهتری برای پايداری پروتئين است

به محيط كشت هنوز در مراحل اشريشياكلی تئين از پرو
كاتاليزور اصلی تخريب پروتئين در . بردسر میابتدايی خود به

های شوک گرمايی در پاسخ به شرايط ها القای پروتئينباكتری
مختلف استرس، از جمله القای دمايی بيان ژن يا تجمع 

چنين  در. عادی در سيتوپلاسم، استهای خارجی غيرپروتئين
، و ساير پروتئازها La، پروتئاز lonشرايطی توليد محصول ژن 

های ميزبان اين مشکل با استفاده از سويه. شودتقويت می
ژن . به حداقل رسيدrpoH (htpR )دارای نقص در جايگاه 

rpoH 12 زيرواحد RNA كند، كه مراز را كد میپلی
 تنظيماشريشياكلی  های پروتئوليتيک مختلفی را درفعاليت

اند و ثبت شده rpoHهای حامل موتاسيون ميزبان. كندمی
به ميزان قابل اشريشياكلی های خارجی را در توليد پروتئين

و  Laكه در پروتئاز  SG21173سويه . اندتوجهی افزايش داده
Clp  و جايگاهrpoH  دارای نقص است، در توليد پروتئين

ی زيادی وجود دارند كه دارای هاميزبان. بسيار كارآمد است
نقص در پروتئازها هستند، از جمله انواعی كه به لحاظ تمام 

شده دارای نقص هستند و اين های پروتئازهای شناختهجايگاه



35

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

 

پروتئوليز . له بر پايداری پروتئين ترشحی تأثيرگذار استأمس
كه علتی برای مشکل تاخوردگی باشد، ممکن است بيش از آن

عنوان سيستم دفع مواد تجمع يافته و غلط د، كه بهيک اثر باش
بنابراين، عدم وجود پروتئازها احتمال . كندتاخورده عمل می

-انباشت پروتئين عنوان نتيجهافزايش سميت را در ميزبان به

 .(1)های غيرعادی، به همراه خواهد داشت 
 

طور عميقی در فولدينگ پروتئين و تخريب پروتئوليتيک به
بوده و با بازيافت فولدينگ نادرست يا ارتباط با كاتابوليسم 

در . ثر استؤپروتئين آسيب ديده در حفظ منابع سلولی م
( البته نه همه)تر بيش اشريشياكلی،سيتوپلاسم باكتری 

انجام  ATPبه وابسته Hspمراحل تخريب اوليه توسط پنج 
 Lon/La  ،FtsH / HflB ،ClpAP ،ClpXP: شود می
پروتئين هترولوگ غنی از هر .  ClpYQ / HslUVو

های غيرقطبی در پايانه كربوكسيل، سوبستر  اسيدآمينه
يک   .(12) مناسبی برای پروتئازهای سلولی خواهد بود

استراتژی ممکن برای جلوگيری از تخريب پروتئين اين است 
های ميزبان دارای جهش در ژن پروتئاز استفاده  كه از گونه

عنوان به. با اين حال، اشکالاتی در اين روش وجود دارد. شود
ين ای شدن پروتئ منجر به رشته Lonمثال، غيرفعال شدن 

های حساس  يک پروتئين ضروری برای جهش FtsHشود و  می
بر اين، چندين پروتئاز وجود دارند كه علاوه. استبه حرارت 

در تخريب يک پروتئين خاص نقش دارند، اما  معمولطور به
های كدكننده پروتئازها، نرخ رشد سلول را  جهش در ژن

پپتيد  يک استراتژی ديگر اين است كه پلی. كاهش خواهد داد
صورت نامحلول در سلول توليد شود، زيرا مورد نظر به

برای . شوند های انکلوزيونی از تخريب محافظت می پروتئين
توان با استفاده از  يک پروتئين معمول و محلول، اين را می

های چاپرونی مولکولی اصلی  يافته در سيستم های جهش سويه
با اين حال، لازم به ذكر است كه . (11،14)دست آورد به

به سطح اجسام انکلوزيون ( OmpTمانند )پروتئازهای خاصی 
يند فولدينگ آو ممکن است پروتئين را در حين فرجذب شده 

، FtsHپروتئاز غشای داخلی، . (1, 12) تخريب نمايند مجدد
های  تواند پروتئين نيز تحت شرايط دناتوره فعال شده و می

نوتركيب مرتبط با غشاء داخلی را در حين فولدينگ مجدد 
 .(13)پردازش كند 

 
شرایطتخمیر
های كشت با استفاده از سيستم اشريشياكلیتوليد پروتئين در 

اين . با چگالی سلولی بالا به ميزان زيادی قابل افزايش است
 continuousو  batch ،fed batchها در سه گروه سيستم
های سلولی ها به غلظتروش در اين. شوندبندی میتقسيم
-توان دست پيدا نمود و توليد مقرون بهمی g/L 111 از بيش

مقالات مروری . ( 1)پذير است صرفه پروتئين نوتركيب امکان
. بالا منتشر شده است های تخمير در مقياس در مورد سيستم

طور دقيقی طراحی تركيب محيط كشت رشد سلول بايستی به
متابوليک مهمی بر  هایو كنترل شود زيرا ممکن است اثر

عنوان مثال، ترجمه به. توليد پروتئين داشته باشد
mRNAدر محيط كشت،  هايیبر تغييرهای مختلف علاوه

مواد غذايی و  تركيب. گيردتوسط دما نيز تحت تأثير قرار می
توانند ، و ساير پارامترها میpHمتغيرهای تخمير از جمله دما، 

. بر فعاليت پروتئوليتيک، ترشح، و ميزان توليد تأثير بگذارند
ای در محيط كشت انجام شده است كه های ويژهدستکاری

. سازی پروتئين به محيط كشت را تقويت نموده استآزاد
-های پریآزادسازی پروتئين افزودن گلايسين به محيط رشد

توجهی، پلاسمی به محيط كشت را، بدون ليز سلولی قابل
ها تحت استرس طور مشابه، رشد سلولبه. تقويت نموده است

 411اسمزی در حضور سوربيتول و گلايسيل بتائين بيش از 
برابر افزايش در توليد پروتئين فعال و محلول ايجاد نموده 

 .(19) است
 

های كشت با چگالی سلولی بالا دارای معايبی هستند سيستم
محلول در چگالی ژن يدسترسی محدود به اكس: از جمله

تواند نرخ رشد را اكسيد كربن كه میسلولی بالا، مقادير دی
كاهش و تشکيل استات را افزايش دهد، كاهش در كارايی 

هايی برای به حداقل تکنيک. اختلاط فرمانتور، و توليد گرما
. اندطور جزئی مورد آزمايش قرار گرفتهرساندن اين معايب به

يش مقدار اكسيژن موجود در ظروف ترين راه برای افزا ساده
، ( 131–411 rpm) (shaking) كشت، افزايش سرعت لرزش

البته در صورت كف كردن، . تا حدی كه توليد كف نکند، است
شود،  توصيه می (antifoaming) كف افزودن يک ماده ضد

ها و توليد  ها بر ميزان رشد برخی ارگانيسم هرچند ضدكف
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چنين، هوادهی هم .(1، 1۳)رند پروتئين نوتركيب تأثير دا
به نسبت حجم به ظرفيت ظرف محيط كشت مناسب بستگی

تر يا عنوان يک قاعده كلی، حجم محيط كشت بايد كمبه. دارد
چالش اصلی در توليد . (1) ظرفيت ظرف باشد ٪11برابر 

شدن استات است كه پروتئين نوتركيب با اين سيستم انباشته
. عاملی ليپوفيليک بوده و برای رشد سلول مضر است

اند های متعددی برای كاهش توليد استات ابداع شدهاستراتژی
از طريق  تازگیبه اين مشکل. متعددی هستنداما دارای معايب 

ژن . برطرف شده استاشريشياكلی مهندسی متابوليک در 
alsS  كدكننده آنزيم استولاكتات  سوبتيليس باسيلوسباكتری

اين آنزيم . كلون شده استاشريشياكلی های سنتاز در سلول
توليد پيروات به محصولی غيرسمی و غير اسيدی را كاتاليز 

كاهش در انباشت استات پيشرفت مهمی در توليد . كندمی
كه  لیكاشريشياهای موتان سويه. پروتئين نوتركيب ايجاد نمود

اند و استات ها دارای نقص هستند نيز ايجاد شدهدر ساير آنزيم
های نوتركيب انسانی را توليد تر پروتئينتری و مقادير بيشكم

 .(19)اند نموده
 

ندرت دو پارامتری كه در فرآيند توليد پروتئين نوتركيب به
و  (starting culture) كشت آغازگر اند، مورد بحث قرار گرفته
ها كاربرد پيش كشت يک  اكثر پروتکل. زمان القاء كشت است

در محيط كشت بزرگتر  111۳1شبه اشباع شده با فاكتور رقت 
های محيط  البته ممکن است سلول. اند را پيشنهاد نموده

آغازگر در وضعيت متابوليک يکسان نباشند كه پس از رقت در 
. قاء باشندهای تازه، ممکن است در نقاط غيرقابل ال محيط

ها در مرحله رشد فعال يکسان را  پيش كشت مناسب با سلول
درجه يا با استفاده  23-21توان با رشد آغازگر يک شب در  می

پس از تلقيح و . از يک سيستم آهسته رهش گلوكز تهيه نمود
تر، زمان القاء است كه اغلب در اواسط فاز لگاريتمی رشد بيش
شدند و ترجمه پروتئين حداكثر سرعت در حال رها به كه سلول

 های القايی اتوماتيک در محيط .(1 ،17)گيرد  است، صورت می
(auto induction media) مخلوطی از گلوكز، لاكتوز، و ،

. شود سازی شده استفاده می گليسرول در يک تركيب بهينه
گلوكز منبع ترجيحی كربن در طول دوره رشد است، كه 

شود و تا  معمولاً در اواسط تا اواخر فاز لگاريتمی متابوليزه می
 .(1،41) گيرد  تخليه كامل گلوكز جذب لاكتوز صورت نمی


 سیستمبدونسلول
 Cell-Free Protein) سلولسنتز پروتئين بدون 

Synthesis) (CFPS ) رونويسی و ترجمه در شرايط
آزمايشگاهی، سيستمی بسيار مقتدر و مطلوب برای توليد 

سيستم بدون سلول . سريع و انبوه يک پروتئين هدف است
تر و بر سادگی، دارای پتانسيل مهندسی بيش علاوه

ی از اجزا های سلولی، طيف وسيع عصاره. پذيری است انعطاف
مانند اسيدهای آمينه جديد، نوكلئوتيدهای سنتتيک، 

های زنده،  های توكسيک برای سلول كوفاكتورها و پروتئين
 . (41) گنجانده شود CFPSتواند در يک سيستم می

 
CFPS های سلولی سنتز  دارای مزايای بسياری نسبت به روش

ويژه، يک واكنش فاقد سلول، با احتساب به. پروتئين است
كشد،  معمول يک تا دو روز طول میطور بهسازی عصاره آماده

كه بيان پروتئين در سلول، ممکن است يک تا دو  در حالی
عدم . يک واكنش باز استCFPS . (42)هفته طول بکشد 

دهد تا دستکاری مستقيم محيط  وجود ديواره سلولی اجازه می
-شود، بهينه راحتی گرفته مینمونه به. شيميايی ميسر باشد

از آنجا . سادگی قابل اجراستسازی غلظت، و نظارت واكنش به
يت شود، سم سلول زنده استفاده نمی CFPSكه در سيستم 

 CFPSدر  .پروتئين توليد شده مشکلی ايجاد نخواهد كرد
كار اسيدهای آمينه غير طبيعی در ساختارهای پروتئينی به

های اصلاح tRNAروند، كه باز بودن واكنش برای افزودن می
شده و اسيدهای آمينه غير طبيعی مورد نياز مناسب است 

ابزار ارزشمندی برای محققان  CFPSبا اين كه سيستم . (41)
سازی عصاره سلولی فضاهای بسيار زيادی را در  است، ذخيره

دانشمندان برای حل اين معضل، . كند فريزر اشغال می
اين پودر . اند در را پيشنهاد نمودهبه پو  ليوفيليزه كردن عصاره

تواند برای مدت  بر اشغال فضای كم، میليوفليزه شده علاوه
 .(44)طولانی در دمای اتاق ذخيره شود 

 
، توليد يک پروتئين (CFPS)اساس سنتز پروتئين فاقد سلول 

تهيه يک كيت . جای سلول استكاربردی در لوله آزمايش به
CFPS  مستلزم جداسازی سيتوپلاسم از ديواره سلولی انواع
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ها، گياهان، حشرات و  ياخته ها، تک باكتری)مختلفی از سلول 
های  ليزات سلولی محيطی مملو از مولکول. است( پستانداران

شامل )زيستی فعال است كه بسياری از عملکردهای سلولی 
انجام را ( چنين رونويسی و ترجمهمسيرهای متابوليک، و هم

طور قابل توجهی از نظر به CFPSتهيه ليزات برای . دهند می
های سلولی مختلف  كارگيری گونهتركيب بافری، نوع انرژی، به

های كوچک مکمل و افزودن  جهش يافته، مولکول
دو نوع . (43) مرازها بهبود يافته است هايی مانند پلی پروتئين
سازی  بهينه وجود دارد؛ يکی عصاره سلولی CFPSاساسی 

بر مبتنی CFPSاغلب ) (optimized cell extracts) شده
، (شود نيز ناميده می (Lysate-based CFPS) عصاره

دهه در حال استفاده بوده است، و  3رويکردی كه بيش از 
توسعه  تازگیبهكه  (PURE system) ديگری سيستم خالص

سازی  ای حداقل از اجزای بهينه يافته و مخلوطی از مجموعه
سينتتازها، فاكتورها،  tRNAها، tRNAمانند ريبوزوم، )شده 

موردنياز برای سنتز پروتئين ( اسيدهای آمينه و منابع انرژی
 .(43)است 

  
1)CFPSمبتنیبرعصاره

های  سازی شده است كه در برخی از كيت عصاره سلولی بهينه
CFPS  ، تجاری پروكاريوتی و يوكاريوتیmRNA  رونويسی

افزودن يک . گردد شده و پروتئين ترجمه شده با هم توليد می
DNA مراز  كدكننده پروتئين موردنظر همراه با يک پلی

شود، به اين  می mRNAهای  تر رونوشت موجب توليد سريع
محدود  mRNAترتيب بيان پروتئين با افزايش توليد 

ها بيان پروتئين در بازده بالاتر CFPSا در اين لذ. شود نمی
 .شود گيرد، و مرحله رونويسی حذف می صورت می

 
2)CFPSخالص 

سازی  مخلوطی از مجموعه سنتتيک اجزای حاوی حداقل بهينه
ها، tRNAشده و ضروری برای سنتز پروتئين، مانند ريبوزوم، 

tRNA  سينتتازها، فاكتورها، اسيدهای آمينه و منابع انرژی
(ATP )است .CFPS به مزايای متعددی نسبت خالصCFPS 

اين سيستم فاقد هرگونه مولکول زيستی . بر عصاره داردمبتنی
ها  طور مستقيم در سنتز پروتئين هايی است كه به و متابوليت
روتئازها است طور مثال، فاقد نوكلئازها و پ به. كنند شركت نمی

ها  و پروتئين DNA ،mRNAكه باعث كاهش طول عمر 
تواند برخی  های متابوليک كه می گردد و نيز آنزيم می

نوكلئوتيدها و آمينو اسيدهای ضروری برای رونويسی و ترجمه 
را به محصولات غيركاربردی تبديل كنند، در اين سيستم 

زای خاصی از بر اين، امکان حذف ساده اجعلاوه. حضور ندارند
. ماشين ترجمه و يا جايگزينی اگزوژن اجزای درونی وجود دارد

گرم خالص اين است كه هزينه هر ميلی CFPSاشکال اصلی 
طور قابل توجهی بالاتر از ميزان معادل  پروتئين توليد شده، به

 .(43)است بر عصاره مبتنی CFPSتوليد شده در 


 گیریومسیرهایآیندهنتیجه

برای بيان ژن،  اشريشياكلیهای آينده در استفاده از چالش
اولين فاكتور دستيابی به بازده : شودشامل فاكتورهای زير می

های صحيح تاخورده با دستکاری پروتئينشده از  تقويت
اين عمل شايد با بيان . های مولکولی سلولماشين چاپرون

هايی های كدكننده چندين چاپرون يا توسط روشزمان ژنهم
های چاپرون درون سلول را فعال كه تعداد زيادی از مولکول

دومين فاكتور، محقق نمودن . پذير باشدكنند، امکانمی
شحی قوی و درستی برای رهاسازی پروتئين به مکانيسم تر

های متعددی وجود دارند كه ترشح سيستم. محيط كشت است
. كنندهای نوتركيب به محيط كشت را تسهيل میپروتئين

ها برپايه استفاده از پپتيدهای نشانه، برخی از اين سيستم
ای هستند كه باعث هميارهای الحاقی، و عوامل نفوذپذيركننده

ها ساير سيستم. شودنشت محدود غشای خارجی می قطع و
منحصر به استفاده از مسيرهای ترشحی موجود است كه 

تحقيقات در . دهدتری را برای ترشح نويد میاختصاصيت بيش
ای از مسيرهای مختلف ترشح اين زمينه مستلزم درک گسترده

ر اعطای توانايی برخی سومين فاكتو. است اشريشياكلیدر 
های پروكاريوت، از جمله از ترجمه به سلول پس اصلاحات

های اين عملکرد نيز با مهندسی آنزيم. شدن است قندی
قابل  اشريشياكلیگليکوزيلاسيون يوكاريوتی درون كروموزوم 

بندی نتايج، در فرآيند توليد پروتئين در جمع. (1)انجام است 
های ذكر شده و به روز  نوتركيب، بايد تلفيقی از كليه استراتژی

كار گرفته شود تا توليدی بيشتر و پروتئينی  انی شده بهرس
  .دست آيدهعملکردی ب
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 لیكاشريشياهای اخير در بيان پروتئين نوتركيب در  پيشرفت

بر بسياری از مسائل از جمله بر مدولاسيون و غلبهمتکی

بادی  كدونی و تشکيل انکلوزيون انطباق، mRNAپايداری 

های ژنتيک منشأ اوليه نوآوری بيان پروتئين  استراتژی. است

ها و  طور مداوم محدوديت هاست كه بهنوتركيب در باكتری

لذا كليد اصلی برای بيان موفقيت آميز . مشکلاتی وجود دارد

تركيبی از  اشريشياكلی های نوتركيب در باكتری پروتئين

 .اجزای جعبه ابزار گسترده ژنتيکی است  ماهرانهدستکاری 
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