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چکیده

سابقه و هدف:آلبومین سرم انسان از مهم ترین ترکیبات سیستم گردش خون می باشد. این پروتئین حامل بسیاری از هورمون ها و متابولیت 
ها در بدن بوده و در تثبیت حجم خون و درمان انواع سوختگی ها مؤثر می باشد. چون تهیه آن از پلاسمای خون پرهزینه بوده و همراه با آلودگی 

به پاتوژن ها ی مختلف است، تولید آن توسط روش های بیوتكنولوژی ضروری به نظر می رسد.

  pET22b براساس توالی موجود در بانک ژن سنتز شد و بعد از کلون در وکتور )HSA( مواد و روش ها: ژن آلبومین سرم انسان
با  رسید،   OD600 = 0.6 به  نوترکیب، کشت داده شد و هنگامی که  انتقال یافت.کلنی حاوی پلاسمید   BL21 (DE3)  به سلول پذیرای 
IPTG   1/5 mM  القا شد. سپس در ساعات مختلف رسوب گیری انجام شد و روی ژل SDS-PAGE %10  مورد ارزیابی قرار گرفت . 

تولید پروتئین با روش وسترن بلات تائید گردید و تخلیص پروتئین توسط کروماتوگرافی تمایلی انجام شد.

یافته ها: دراین مطالعه آلبومین انسانی در فضای پری پلاسمیک باکتری تولید شد. بیشترین میزان پروتئین نوترکیب تولید شده ، 
24 ساعت پس از القاء بود.

نتیجه گیری: در این مطالعه آلبومین انسانی به صورت نوترکیب در اشرشیا کلی تولید شد.
pET22b ، BL21) DE3( ،کلمات کلیدی: آلبومین سرم انسانی

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره نهم، زمستان 1391 

مقدمه
در  موجود  پروتئین  ترین  انسانی (HSA) فراوان  آلبومین سرم 
شود  می  سنتز  کبد  توسط  و   )4( است  انسان  خون  پلاسمای 
پلاسما  هاي  پروتئین  کل  از   %  60 حدود  پروتئین  این   .)12(
را به خود اختصاص داده و نیمه ی عمر آن حدود 20روز است 
 )9(. آلبومین از معدود پروتئین هایی است که فاقد کربوهیدرات 
بوده، از یک رشته پلی پپتیدی با 585 آمینو اسید تشكیل شده 
 )17( که وزن مولكولی KDa  5/ 66 دارد و مسئول تنظیم فشار 

اسمزی خون می باشد )13(. آلبومین ازنظر ساختاري متشكل 
از سه دومین است، این مناطق از لحاظ ساختماني به یكدیگر 
شباهت دارند و هر کدام از این سه دومین، واجد2ساب دومین 
در  انسان    4 کروموزوم  در  انسانی  آلبومین  ژن   .)2( هستند 
ناحیه q(11-12) قرار گرفته است، دارای 16961 نوکلئوتید است 
است )11،10(. از  اگزون تشكیل شده  و 15  اینترون  و از 14 
تكنیک های  توسط  انسانی  آلبومین سرم  امروزه  که  آن جایی 
معمولی که شامل استخراج آن از پلاسمای خون اهداکنندگان 
می باشد، تهیه می شود و این کار بسیار پر هزینه بوده و خطر 
آلودگی توسط پاتوژن های انسانی را افزایش می دهد، به همین
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دلیل تولید آن توسط تكنولوژی مهندسی ژنتیک ضرورت پیدا 
آلبومین  تولید  منظور  به  مطالعه  این  بنابراین  است )1(،  کرده 
  BL21 (DE3 )انسانی نوترکیب در باکتری اشرشیا کلی سویه

انجام شد.

مواد وروش ها

سنتز ژن

ORF کد کننده آلبومین بر اساس ژن ثبت شده در بانک ژن   

) Accession number:NM-000477.5)  توسط شرکت سیناژن 
pGE-30244- پلاسمید  صورت  به  شده  کلون  و  شد  سنتز 

جایگاه  انتهای`3 ژن  در  گردید.  تحویل   Human Albumin

آنزیم  شناسایی  جایگاه  آن   5` سمت  و   XhoI آنزیم  شناسایی 
HindIII  تعبیه شده بود.

ساب کلونینگ در وکتور بیان

سیلین  آمپي  به  مقاومت  ژن  حامل  که   pET22b بیاني  وکتور 
pGE-است به عنوان وکتور نهایی در نظر گرفته شد. پلاسمید

 HindIII و XhoI 30244 توسط آنزیم های-Human Albumin

)ساخت شرکت فرمنتاز( هضم گردید ژن آلبومین انسانی توسط 
کیت خالص سازی شد و در مرحله بعدي، واکنش اتصال بین 
 HSA( .این وکتور و ژن حاصل از هضم آنزیمي صورت گرفت
  T4 توسط آنزیم  pET22b (2µg) درون وکتور insert (0/1µg)

DNA Ligase (2u/ml)قرار گرفت )شكل1(. 

شكل1- نقشه وکتور بیانی pET22b و جایگاه قرار گرفتن ژن 
HSA درون آن.

های  سلول  غربالگری  و  فورماسیون  ترانس 
  HSAحاوی ژن (BL21)DE3

واکنش  و  شد  تهیه  مستعد  سلول   BL21(DE3) باکتری  از 
ترانسفرماسیون انجام گرفت باکتري هاي ترانسفورم شده، جهت 
غربالگري )وجود یا عدم وجود پلاسمید نوترکیب در درون سلول 
پخش  سیلین  آمپی  حاوي  آگار  هاي  پلیت  روي  بر  باکتري(، 
کلوني مشاهده شد. تک  تعدادي  پلیت  روي  بر  نهایتاً  و  شدند 
کلوني ها جهت کشت شبانه به محیط LB حاوي آمپی سیلین 
انتقال یافتند و سپس استخراج پلاسمید با روش الكالین فسفاتاز 
انجام گرفت )6(. تأیید پلاسمید نوترکیب با واکنش PCR انجام 

گرفت.

بیان آلبومین

  pET22b/HSA نوترکیب  باکتریایی حاوی پلاسمید  یک کلنی 
در محیط LB مایع حاوی 100 میكروگرم در میلی لیتر آمپی 
توسط  رسید،   OD  600=0/6 به  و وقتی  شد  داده  کشت  سیلین 
نمونه  و24   5  ،0،3 ساعات  در  و  شد  القاء   IPTG  1/5  mM

لیز  از  بعد  و  شدند  گیری  رسوب  ها  نمونه  شد.  انجام  گیری 
  %10SDS-PAGEباکتری و رسوب پروتئین با استون بر روی ژل
الكتروفورز شدند. رنگ آمیزی ژل با استفاده از کوماسی بلو انجام 

گرفت )14(.

آنالیز پروتئین با روش وسترن بلات

بعد از لود کردن نمونه ها بر روی ژل پلي آکریل آمید و خاتمه 
با  و   Semi Dry دستگاه  توسط  پروتئین  های  باند  الكتروفورز 
یافتند  نیتروسلولز انتقال  غشا  به  الكتریسیته  جریان  برقراری 
  )0 /192  M(  ،Tris-base (  0/25  M( ،انتقال بافر  )ترکیب 
20Methanol (%( ، Glycine و  pH=8 بود( سپس غشاء در 

محلول بلوکه کننده، حاوی شیر بدون چربی 3% و به مدت 1 
آنتی  بعد  نگهداري شد. در مرحله   rpm70 با ساعت در شیكر 
 ،  )Abcam شرکت  )ساخت   His.Tag موشی مخصوص  بادی 
انكوباتور  در  به مدت 2 ساعت  و  اضافه شد  رقت 1/1000   با 

شیكردار، انكوبه گردید. 

 HRP(horseradish peroxidase) آنتی بادی ثانویه موشی که با
کونژوگه شده بود ، با رقت 1/100  به آن اضافه شد و بعد از 
انكوباسیون به مدت 1 ساعت  و طی مراحل آشكارسازی، واکنش 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 1391، بیان آلبومين و....
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(H2O2)%40 و   ،  Tris1  (M)( سوبسترا  و  بادی  آنتی   بین 
 gr) D.A.B 0.6( انجام شد و باند های پروتئین ظاهر شدند.

 Ni-TED تخلیص پروتئین با کروماتوگرافی

 )200  mM( (Periplasmic extraction bufferرسوب باکتری در
EDTA )1 mM(،  20(%( Sucrose، Tris-HCl و pH=8 ( به 

مدت min  45روی یخ نگهداری شد و به آرامی شیک شد سپس 
سوسپانسیون سلولی به مدت  30دقیقه با rpm 1200 در دمای 
C° 4 سانتریفیوژ شد، سوپ حاصل جمع آوری شده و دیالیز شد 

 pH= 7 و NaCl  )1 M(، Tris-HCl )50  mM(دیالیز با بافر(
انجام شد( )16(. عصاره پری پلاسمیک شامل پروتئین نوترکیب 
( ساخت   His.Tag  ( Ni-TED تمایلی  کروماتوگرافی  با ستون 
شرکت (Macherey-nagel) تخلیص شد. پروتئین نوترکیب بعد 

از تخلیص مجددا«  با روش وسترن بلات  تایید گردید.

از  استفاده  با  نوترکیب  پروتئین  تخلیص  مراحل 
 .Ni-TED ستون کروماتوگرافی

های  رزین  حاوی   Ni-TED کروماتوگرافی  ستون  ابتدا 
  )50   mM((Washing buffer با  His.Tag دو مرتبه  مخصوص 
 NaCl  )300 mM(  ،NaH2pO4 وpH= 8 ( شستشو داده شد. 

نمونه های آماده شده به ستون اضافه شدند تا محتویات ستون به 
آهستگی خارج شود ) این مرحله دوبار تكرار شد(. این محتویات 
 شامل پروتئین های باکتری و لاشه سلولی است که خارج شدند.

10   بافر شستشو دهنده ها شستشو   cc با  را  ادامه ستون  در 
شستشو  بافر  از   ستون  داخل  رزین  حجم  )10برابر  شد  داده 
   Elutiing buffer محلول   2  cc.)شود می  استفاده   دهنده 
   )250 mM(  ، NaCl  )300 mM(  ، NaH2pO4 )50  mM((
Immidazole  وpH  = 8  (  به ستون اضافه شد و محتویات 

محتویات  )این  آوری شدند  استریل جمع  های  لوله  در  ستون 
پروتئین  آلبومین تخلیص شده است(. تخلیص  پروتئین  شامل 

در شرایط Native انجام شد.

یافته ها
پلاسمید pGE-30244-Human Albumin  سنتز شده با آنزیم 
آلبومین  ژن  گردید،   هضم    Xholو HindIII محدودگر  های 

مشاهده   2 شماره  شكل  در  نوکلئوتید  جفت   1842 طول   به 
می شود. ژن آلبومین در پلاسمید pET22b ساب کلون شد و 
تایید آن با واکنش PCR  با پرایمرهای اختصاصی این پلاسمید 

انجام گرفت ) شكل 3(.  

شكل2- الكتروفورز روی ژل  آگاروز0/8درصد  

)باند   Xholو HindIII های  آنزیم  با  شده  هضم  پلاسمید   :  1  ستون 

bp  1842 مربوط به ژن HSA و باند دیگر مربوط به پلاسمید هضم شده 

1000 bp می باشد( ستون 2 : مارکر وزن ملكولی

  pET22b/HSA پلاسمید نوترکیب PCR شكل3- الكتروفورز محصول

 ستون 1 : مارکر وزن ملكولی bp1000 ستون2و3: محصول PCR پلاسمید 

 : ستون4  پلاسمید.  اختصاصی  پرایمرهای  با   pET22b/HSA نوترکیب 

محصول PCR پلاسمید pET22b )کنترل منفی(.

است.   %SDS-PAGE10 ژل  الكتروفورز  دهنده  نشان   4 شكل 
باند پروتئینی 66کیلو دالتونی در ستون های 3،4،5 مربوط به 

پروتئین آلبومین انسانی نوترکیب می باشد.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم ،  فاطمه غقاری و همکاران
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.  %SDS-PAGE10 روی ژل HSA شكل4- الكتروفورز پروتئین

باکتریایی  سلول  لیز  ستون2:   SDS-PAGE مخصوص  ستون1: مارکر 

ستون3: لیز  صفر  زمان  در   pET22b/HSA نوترکیب پلاسمید  واجد 

سلول باکتریایی واجد پلاسمید نوترکیبpET22b/HSA سه ساعت بعد 

 pET22b/القا   ستون4: لیز سلول باکتریایی واجد پلاسمید نوترکیب از 

پلاسمید  واجد  باکتریایی  سلول  لیز  ستون5:  القا  بعداز  ساعت  پنج   HSA

نوترکیب pET22b/HSA بیست وچهار ساعت بعداز القا ستون6: لیز سلول 

pET22b/HSA باکتریایی فاقد پلاسمید نوترکیب

شكل 5 واکنش وسترن بلات را نشان می دهد، بیشترین میزان 
بیان rHSA ،24 ساعت بعد از القا با IPTG  1/5 mM در دمای 
 37درجه سانتی گراد مشاهده شد. غلظت پروتئین نوترکیب در 

 85 ،OD280در Biophotometr  این زمان با استفاده از دستگاه
میكروگرم در میلی لیتر )در واحد حجم پروتئین( اندازه گیری 
شد. در حالی که در زمان های 3و5 میزان غلظت پروتئین کمتر 

از این بود.

 pET22b/HSA حاوی BL21 شكل  5-  وسترن بلات. ستون 1: سلول

  pET22b/HSA حاوی BL21 24 ساعت بعد از القاء  ستون 2 : سلول

 3  pET22b/HSA حاوی BL21 5 ساعت بعد ارالقاء ستون 3 : سلول

ساعت بعد از القاء ستون 4 : سلول BL21 فاقد پلاسمید نوترکیب ) کنترل 

منفی(

بعد از خالص سازی پروتئین HSA، مجددا تست وسترن بلات 
انجام گرفت. آلبومین خالص شده به صورت یک باند روی غشاء  

نیترو سلولز در ناحیه 66 کیلو دالتون ظاهر گردید )شكل 6 (.

نوترکیب  شكل 6- وسترن بلات پروتئین تخلیص شده. ستون 1: پروتئین 

HSA  خالص شده.

بحث

اهداکنندگان  خون  پلاسمای  از  انسانی  سرم  آلبومین  امروزه 
استخراج می شود. این کارپرهزینه است و خطرآلودگی با پاتوژن 
های انسانی را افزایش می دهد، به همین دلیل تولید آن توسط 
تكنولوژی مهندسی ژنتیک ضرورت پیدا کرده است )1(. تا کنون 
به  منظور تولید پروتئین آلبومین نوترکیب و هم چنین بهینه  سازی 
شرایط تولید از مخمر متیلوتروف هانسونلاپلی مورفا )5( و هم 
چنین از مخمر Pichia Pastoris به  عنوان میزبان استفاده شده 
است )7(. به کاربردن میزبان باکتریایی(BL21( در این بررسی 
راهی ارزان و سریع برای تولید پروتئین های آلبومین نوترکیب 
است  گلیكوزیله  غیر  پروتئین  انسانی یک  آلبومین  و چون  بود 
بنابراین، این ویژگی تا حدی مشكلات ناشی از بیان را )تغییرات 
پس از ترجمه ای مانند گلیكوزیلاسون و...( کاهش خواهد داد. 
اعتقاد بر این بود که rHSA  فقط در فضای سیتوپلاسمی بیان 
می شود و بیان آن در  فضای پری پلاسمی ناچیز است به طوری 
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که در وسترن بلات قابل شناسایی نمی باشد )15،3(.  در این 
با وسترن  و  بیان شد  آلبومین در فضای پری پلاسمی  مطالعه 
نوترکیب در فضای پری  پروتئین  بلات شناسایی شد و حضور 
اثبات   Periplasmic extraction روش  از  استفاده  با  پلاسمیک 
شد. در بررسی های قبلی غلظت rHSA  تخلیص شده از فضای 
سیتوپلاسمیک باکتری 0/002 میلی گرم در لیتر گزارش شد 
)9(.  در این بررسی،غلظت آلبومین نوترکیب تولید شده بعد از 
گذشت 24 ساعت از زمان القا، 085/ میلی گرم در لیتر بود. در 
BL21 حاوی پلاسمید  القای سلول های  برای  قبلی  گزارشات 
استفاده می  میلی مولار    IPTG1 از  pET22b/HSA نوترکیب 
  IPTG شد )8(، در این مطالعه القای پروموتور با 1/5 میلی مولار
نتیجه مطلوب تری داشت و پروتئین نوترکیب در فضای پری 
پلاسمیک باکتری تولید شد. در تحقیقی که ما انجام دادیم و 
از  این تحقیق  آن،  استفاده در  تجهیزات ساده مورد  به  باتوجه 
ای  قابل ملاحظه  نتایج  و  بوده  بالابرخوردار  تكرارپذیری  امكان 
تر در  فراهم می کند. مطالعات دقیق  بعدی  برای تحقیقات  را 
مقیاس نیمه صنعتی و استفاده از فرمانتور و بهینه سازی شرایط 

کشت باعث افزایش بیان آلبومین انسانی خواهد شد.

تشکر و قدردانی

دانشگاه  فناوری  و  تحقیقات  معاونت  توسط  مطالعه  این  هزینه 
علوم پزشكی شهید بهشتی تامین گردید و کارهای آزمایشگاهی 
آن در مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولكولی دانشگاه علوم 

پزشكی شهید بهشتی انجام گرفت.
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