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  چكيده

    هـاي اپيـدرمي  باشـد كـه در تـرميم زخـم    عضو تشكيل شده است و فاكتور رشد اپيدرمي عضو اصلي اين خانواده مي 13از بيش از  EGFخانواده 

مطالعه، ژن فاكتور رشد اپيدرم انساني در اين . پپتيد اساسي براي ترميم زخم و آغاز تقسيم ميتوزي استاين فاكتور، يك پلي. كندآفريني مينقش

وكتور حامل . سنتز گرديد (+)pET21aدر وكتور  E. coli اساس ترجيح كدوني باكترير هاي آن بسازي كدوناز بانك ژني استخراج و پس از بهينه

ين با اسـتفاده از روش كرومـاتوگرافي تمـايلي    ميزبان بياني انتقال يافت و پس از بيان، فرآيند تخليص پروتئ عنوانبه E.coliژن مذكور به باكتري 

 NIH-3T3پپتيد نوتركيب بر تكثير سـلولي در دودمـان سـلولي    نتيجه سنجش فعاليت زيستي در سه دز مختلف نشان داد كه اين پلي. انجام شد

  .است يرگذارتأث

  .NIH-3T3ي ، دودمان سلولE. coliفاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب، ژن صناعي،  :هاكليدواژه
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Abstract  

The EGF family include13 members and the hEGF as founding member of this family involves in epidermal wound 

healing. Epidermal growth factor is an essential polypeptide for wound healing and promoting mitotic division. In this 

study, human epidermal growth factor gene was adapted from gene bank and its codons were optimized according to 

codon preference of E. coli BL21. The gene was prepared as synthetic construct in pET21a (+). Then the recombinant 

construct was transferred to E. coli and hEGF gene in the vector was expressed under the control of inducible T7   

promoter. Purification was done using affinity chromatography. The bioassay results of three different doses showed 

that recombinant protein has significant effects on growth of NIH-3T3 cell line. 

Keywords:Recombinant hEGF, Synthetic Gene, E. coli, NIH-3T3 Cell Line. 
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  مقدمه. 1

ترميم زخم، يكي از فرآيندهاي زيستي است كه در تمـام موجـودات   

تورهـاي پپتيـدي   فاك. انسان از اهميت خاصي برخوردار اسـت  يژهوبه

، فـاكتور رشـد   آنها ترين مهمزيادي در اين فرآيند دخيل هستند كه 

عضـو   13از بـيش از   EGFخـانواده ]. 1[باشـد مـي ) EGF( 1اپيدرمي

فـاكتور رشـد اپيـدرمي،    : عبارتنـد از  آنهـا  ترين مهمتشكيل شده كه 

متصـل شـونده بـه     EGFو فاكتور رشد شبه  2فاكتور رشد انتقالي بتا

  . ]4و2،3[3هپارين

شوند كه لنگرهاي غشايي سنتز مي صورت بهتمام اعضاي اين خانواده 

اين . گردنددر نهايت براي ايجاد فاكتورهاي محلول فعال پردازش مي

اي به هاي سطح سلولي ويژهفاكتورها عملكردشان را از طريق گيرنده

  . ]5[رسانندانجام مي

بط بـا ايـن فاكتورهـا    هاي تيروزين كينازي مرتچهار دسته از گيرنده

ــايي ــده شناس ــه  ش ــد ك ــا ان ــد ازآنه ، EGFR/erbB1/HER1 :عبارتن

erbB2/HER2/neu ،erbB3/HER3  وerbB4/HER4 .  ــك از ــر يـ هـ

هـا  اي از اختصاصيت به اين گيرنـده با درجه EGFليگاندهاي خانواده 

متصـل   erbB1به شكل اختصاصي بـه گيرنـده    EGF. شود ميمتصل 

اتصـال ليگانـد بـه گيرنـده، هترودايمريزاسـيون      با ] 2، 5، 6[شود مي

كه موجب ترانس اكتيواسـيون گيرنـده شـده و     افتد يمگيرنده اتفاق 

 EGF. افتـد اتفـاق مـي   EGFواسطه همتعاقب آن فرآيند انتقال پيام ب

و به شكل  شود ميها ترشح ها، ماكروفاژها و فيبروبلاستتوسط پلاكت

  .]2 ، 5[كنداعمال اثر ميهاي اپيتليالي بر سلول 4پاراكرين

يك پلي پپتيد پايدار در مقابل   Stanly Cohen،ميلادي1960در سال 

دما را از غدد بزاقي تحت فكي موش استخراج كرد كه مسـئول نمـو   

وزن مولكـولي  . هاي تازه متولد شده بـود ابتدايي و رشد دندان موش

بالقوه آن بـر  اثر تحريكي  يلدلبهكيلودالتون بود و 12/6پپتيداين پلي

  . ]8،7[تكثير و كراتينيزاسيون اپيدرم، فاكتور رشد اپيدرمي ناميده شد

در سـال   Gerigoryتوسط ) 5اروگاسترون(فاكتور رشد اپيدرم انساني 

ــز داراي وزن . جداســازي و شناســايي گرديــد1975 ــن فــاكتور ني اي

شي مشابه فاكتور رشد اپيدرم مو يباًتقراي مولكولي و توالي اسيدآمينه

  .است) اسيدآمينه متفاوت 16كيلودالتون و با  2/6وزن مولكولي ( 

EGF  ساز محلول متصل شونده بـه غشـاء   يك پيش صورت بهانساني

كيلودالتـون   140اسـيدآمينه بـا وزن مولكـولي حـدود      1207حاوي 

اين مولكول بزرگ سوبستراي يك پروتئاز خارج سلولي . شود ميسنتز 

هاي متنوع بـرش  هاي مختلف با اندازهبخشاست كه اين پپتيد را به 

اسـت   EGFيكي از محصولات اين واكنش پروتئولاتيك . ]9[دهد مي

قابليت اتصال به گيرنده  EGF. باشد مياسيدآمينه  53كه مشتمل بر 
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2
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3
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4
 Paracrine

 

5
 Urogastrone 

. هاي هـدف را داراسـت  خود در سطح خارجي غشاء پلاسمايي سلول

 مشخصور رشد هاي فيزيولوژيك متعددي براي اين فاكتتاكنون نقش

بـه القـاء تقسـيم ميتـوزي و      توان مي آنها ترين مهمشده است كه از 

  .]2[اسيدي معده اشاره نمود pHتنظيم 

هـاي فراوانـي   اي تلاشچنين فاكتور ارزنده شناسايياز همان ابتداي 

دليل فراواني اما به. براي استخراج آن از خون و ادرار انسان انجام شد

مـيلادي محققـين روي بـه    1988ني، از سال اندك آن در مايعات بد

نوتركيب توسط موجودات زنده تراريخت  صورت بهتوليد اين پروتئين 

پپتيد داروهاي جديـدي را بـراي   آوردند تا بتوانند با تكيه بر اين پلي

 .]1[هاي پوسـتي توليـد نماينـد   ترميم زخم و تسريع بهبودي آسيب

 1988پـروتئين از سـال    هاي ابتدايي براي بيان نوتركيب ايـن تلاش

در ايـن  . صـورت پـذيرفت   6ميلادي توسط ديويد انگلر و همكـارانش 

آلكـالين  ( phoA 7بـه همـراه تـوالي نشـانه     hEGFبيـان ژن   ،مطالعه

 JM107 سـويه  E. coliپلاسـمي در بـاكتري   پري صورت به) فسفاتاز

  . ]11[انجام شد

 EGFپـرو  مربـوط بـه پـري    cDNA 1997در تحقيقي ديگر در سال 

، بيان پروتئين در باكتري يساز همسانانساني تهيه گرديد و پس از 

E. coli سويه M15   در ايـران نيـز ابراهيمـي راد و     .]12[انجـام شـد

اين پروتئين را به دو شكل سيتوپلاسـمي و   2004همكاران در سال 

و فعاليـت زيسـتي    بيان كردند )با امتزاج با بتا لاكتاماز(پلاسمي پري

EGF محققين بر اين باور  .]13[ب را مورد سنجش قرار دادندنوتركي

   صـورت  بـه و بيـان آن   EGFبودند كه با امتزاج تـوالي نشـانه بـه ژن    

سازي و تخليص اين پپتيد هاي محلولپلاسمي بسياري از دغدغهپري

 .اقدامات انجام شده اسـت  يسر يكدر همين راستا . خواهد شد رفع

باعـث   ،هـاي نشـانه  اشت كـه ايـن تـوالي   اما بايد به اين نكته توجه د

  .]14، 15[شوندمي نوتركيب EGFكاهش فعاليت زيستي 

نوتركيــب،  EGFدر راســتاي مطالعــات بــراي توليــد  1993در سـال  

ميزبـان بيـاني    عنـوان  بـه اي كه روي به تغيير موجود زنده ،محققين

 استفاده 8كرد آوردند و از مخمر ساكارومايسز سرويزيهايفاي نقش مي

هاي ديگري نيز بـراي بيـان فـاكتور    همچنين از باكتري .]16[نمودند

يابي بـه  كه دست از آنجا .]17[رشد اپيدرم انساني استفاده شده است

هـاي عميـق   بهبود زخم خصوصاهاي درماني اين پپتيد براي استفاده

  .، به توليد نوتركيب آن در اين تحقيق اقدام شداستمورد نياز كشور 

  هاروشمواد و . 2

  مواد .1- 2

 ،تمام مواد شيميايي كه در اين تحقيق مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     

 Sigmaو  Merckهـاي  داراي درجه خلـوص بـالا بودنـد و از شـركت    

  
6
 Engler et al 

7
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8
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 327                                                                  رانو همكا مصطفي بخشي؛ NIH-3T3و ارزيابي اثر آن بر دودمان سلولي  E.coli بيان نوتركيب فاكتور رشد اپيدرم انساني در باكتري

 

مـورد اسـتفاده    hEGFميزباني كه براي بيان ژن  .خريداري گرديدند

كه يك سويه بيـاني از   BL21(DE3)سويه E.coliقرار گرفت باكتري 

و داراي اپراتـور   lac گرداراي توليد بالاي سركوب وري است اين باكت

T7 از شركت  ،باشدميNovagen خريداري شد.  

  pETدر ناقل  hEGFژن  يساز همسان. 2- 2

در ابتدا پس از جستجو و يافتن توالي ژن كـد كننـده فـاكتور رشـد     

ــاه    ــك ژن پايگ ــاني در بان ــدرم انس ــي   NCBIاپي ــدد دسترس ــا ع ب

AY548762.1 تـوالي بـراي شـركت سـازنده ژن      ، ايـنGeneShine  

ها بر اساس ترجيح كـدوني  سازي كدونارسال گرديد و پس از بهينه

 و BamHIصناعي بين دو جايگـاه برشـي    صورت بهميزبان بياني، ژن 

Hind III  در وكتورpET21a(+) صورت پذيرفت.  

 E. coli BL21(DE3) هاي مستعد از باكتريتهيه سلول. 3- 2

 ميزبان بياني نعنوا به

منظور انتقال پلاسـميدهاي نوتركيـب   هاي مستعد بهبراي تهيه سلول

ميلي مولار، 100نيزيم كلريد م(، از روش شيميايي )hEGFحاوي ژن(

پـس از تهيـه    .اسـتفاده گرديـد   )ميلي مولار 85و 100كلريدكلسيم 

ها انتقال از ناقل نوتركيب به اين سلول µl5هاي مستعد، ميزان سلول

حـاوي آنتـي   (انتخـابي   هاي رشد يافته در محيط جامـد كلني. افتي

 اسـتخراج . انتقـال داده شـد   LBبـه محـيط    ،)سـيلين بيوتيك آمپـي 

پلاسميد با روش ليز قليايي انجام شد و با توجه به در نظر گرفتن دو 

در ابتـدا و انتهـاي ژن در    HindIII و BamHI جايگاه بـرش آنزيمـي  

ن در پلاسميدهاي تخليص شده، هضـم  حضور ژ تأييدوكتور، جهت 

درصـد مـورد    3نتيجه هضم آنزيمـي بـا ژل آگـارز     .آنزيمي اجرا شد

  .]18[ارزيابي قرار گرفت

  E.coli BL21(DE3)در باكتري  hEGFبيان . 4- 2

 4در دماي  rpm5000دقيقه سانتريفوژ با سرعت  5(پس از ترسيب 

وب سـلولي در  هاي ميزبان القـاء شـده، رس ـ  سلول) گراددرجه سانتي

هـا  سپس سلولحل شد و ) NaH2PO4 NaCl(محلول بافر ليز كننده 

ثانيـه   30ثانيه سونيكاسيون و  15( سيكل 5طي درصد  75قدرت با 

 مجـدداً هـا  سـلول . توسط فرآيند سونيكاسيون شكسته شدند) در يخ

. سـانتريفوژ شـدند   rpm14000 دقيقه با سرعت 10براي مدت زمان 

% 18لول بر روي ژل تريسين پلي آكريـل آميـد   فاز محلول و غيرمح

  .]19[الكتروفورز گرديدند

  سازي كنجاله هاي نامحلولمحلول .5- 2

 8و  6 هـاي سازي بخش نامحلول سلولي از اوره با غلظتبراي محلول

 ياكننـده احعوامـل   عنـوان  بـه مولار  6مولار و گوانيدين هيدروكلرايد 

/5 مجزا به نسبت صورت بههر يك از اين مواد . استفاده گرديد
1
حجم  

سـاعت   1مـدت  ها بهنمونه. اضافه گرديدند سلولي به آناوليه رسوب 

در مدت  rpm14000هم زده شدند و سپس با سرعت در دماي اتاق 

مايع رويي و بخش نامحلول بـر  . دقيقه سانتريفوژ گرديدند 10زمان 

ررسي واقع الكتروفورز و مورد ب% 18آكريل آميد روي ژل تريسين پلي

  .]9[شدند

 انساني نوتركيب EGFتخليص  .6- 2

 hEGF پروتئين وجود نشانه هيستيديني در انتهاي كربوكسيل علتبه

ــراي  نوتركيــب ، از روش كرومــاتوگرافي تمــايلي و از ســتون نيكــل ب

هـاي  پـروتئين سـازي  پـس از محلـول  . تخليص پروتئين استفاده شد

 نيز بود، فـاز محلـول شـده    نوتركيب  EGFكه در بر گيرنده  نامحلول

منظور حذف كامل گوانيدين هيدروكلرايد در يـك شـيب كاهشـي    به

 50در بافر تريس با غلظت ) مولار 0و 5/0، 5/1، 5/2، 5/3(گوانيدين 

مولار براي اينكه پروتئين تاخوردگي فضـايي خـود را از دسـت    ميلي

افرهاي سپس با استفاده از ب. ندهد، توسط فرآيند دياليز حذف گرديد

تخليص پروتئين به روش طبيعي توسط ستون نيكل كه عبارت بودند 

، كلريـد  )مـولار  ميلـي  NaH2PO4)50  محتوي(از بافر شستشوي اول 

ــي 300(ســديم  ــولار ميل ــدازول ) م ــي 20(و ايمي ــولار  ميل ــافر ))م ، ب

، كلريـد سـديم   )مولار ميلي NaH2PO4 )50 محتوي(شستشوي دوم 

 بافر شستشوي سوم ،))مولار  ميلي 40(دازول و ايمي) مولار ميلي 300(

) مولار ميلي 300(، كلريد سديم )مولار ميلي NaH2PO4 )50محتوي (

نوتركيب  EGFپروتئين  MESو بافر )) مولار  ميلي 250(و ايميدازول 

هـاي  بخـش  .هاي باكتري جدا گرديد و تخليص شـد از ساير پروتئين

% 18آميـد  آكريـل لـي آمـده بـر روي ژل تريسـين پ    دستبهمختلف 

  .]20[الكتروفورز گرديدند

  آناليز وسترن بلات .7- 2 

، فرآيند الكتروبلاتينـگ  تريسينها بر روي ژل پس از بارگذاري نمونه

 19/0مـولار تـريس،    025/0(بر روي كاغذ نيتروسلولز در بافر انتقالي

دقيقه در ولتاژ  90مدت به) (v/v)درصد  20متانول مولار گلايسين و 

پـس از اتمـام   . گراد انجـام شـد  درجه سانتي 4 ولت و در دماي 120

مـدت   بـراي  1توسط بافر بلاكينـگ  كاغذ نيتروسلولز ،فرآيند بلاتينگ

پـس از مرحلـه   . تيمـار شـد   گراددرجه سانتي 4در دماي  ساعت 14

شستشو، كاغذ نيتروسلولز با آنتي بادي مونوكلونال موشي ضـدفاكتور  

سـاعت  1 مـدت بـه برابر رقيق شده بود  1000رشد اپيدرم انساني كه 

        بـادي بـا شستشـوي مجـدد كاغـذ، واكـنش بـا آنتـي       . تيمار گرديـد 

پس از . ساعت انجام شد 1مدت به HRPكلونال موشي كانژوگه با پلي

پذيري باند شستشو و با اضافه كردن سوبسترا به محيط واكنش رنگ

) DAB(ن ديآمينو بنزدي مربوط به پروتئين در حضور ماده شيميايي

  .]21[انجام شد

  
  

1
 PBS, 0.1% (v/v) Tween 20, 1%(w/v) skim milk 
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  نوتركيب EGFسنجش فعاليت  .8- 2

از انسـتيتو  ) NIH-3T3(دودمان سلولي فيبروبلاستي موش سوئيسي 

براي انجام تست،  ها سلولسازي جهت آماده. پاستور ايران تهيه گرديد

در دمـاي   FBS% 10حـاوي   DMEMها در محيط كشت ابتدا سلول

انكوبه شدند و بـراي رسـيدن بـه     CO2صد در 5درجه در غلظت  37

پاساژ سـلولي  . شرايطي رشد مطلوب چندين مرتبه پاساژ داده شدند

انجام % EDTA 10و %  0125/0محتوي تريپسين  PBSبا استفاده از 

105تعداد. شد
در محيط پايه آماده شده بودنـد   كه حاليسلول در  1×

. فه گرديـد ي كشـت سـلول اضـا   انهاخ 96هاي ميكروپليت به چاهك

EGF   نـانوگرم بـه    100و  10، 1نوتركيب و استاندارد در سه غلظـت

  . هاي مجزا اضافه گرديدميكروپليت

اي اضافه نگرديد تـا  EGFگونه ها هيچاز ميكروپليت يكي همچنين به

درجـه در   37هـا در دمـاي   سـلول . شاهد ايفاي نقش كنـد  عنوان به

ساعت انكوبه شدند  72و  48، 24براي مدت  CO2% 5محيط حاوي 

) MTT(فنيلتترازوليـوم برومايـد   و سپس مـاده متيـل تيازوليـل دي   

هـا  ميكروپليـت . ها اضافه گرديدبه هر يك از چاهك PBSمحلول در 

  . ساعت تحت شرايط قبلي تيمار شدند 4براي مدت 

هاي پس از پايان انكوباسيون، محيط كشت حذف گرديد و كريستال

متيــل سولفوكســايد ميكروليتــر دي 150فورمــازان ايجــاد شــده در 

)DMSO (نانومتر طـي   570جذب نوري در طول موج . حل گرديدند

 صـورت  بـه منحني فعاليت زيستي پروتئين . سه روز متوالي انجام شد

نانومتر و محور  570گر ميزان جذب در طول موج محور افقي نمايان

تفاده قـرار  گر غلظتي از فاكتور رشد بود كه مـورد اس ـ عمودي نمايان

  .گرفت

  نتايج و بحث. 3

 پروتئين آناليزهاي بيوانفورماتيكي بر روي ژن كدكننده .3-1

EGF انساني  

ــده     ــي ژن كدكنن ــوع وحش ــق ن ــوالي دقي ــدا ت ــاه  hEGFابت از پايگ

پس از بررسـي تـوالي، تغييـر    . اقتباس گرديد NCBIبيوانفورماتيكي 

سـط شـركت   ها بر اساس ترجيح كدوني ميزبان مـورد نظـر تو  كدون

 (+) pET21aصناعي در وكتـور   صورت بهسازنده ژن انجام شد و ژن 

  .تهيه گرديد

  E.coli BL21-DE3تراريخت نمودن باكتري . 3-2

بـا پلاسـميد نوتركيـب     E. Coli هـاي تراريخت نمودن سـلول پس از 

، (+) pET21aحضور ژن در وكتور  تأييد، به منظور حاوي ژن صناعي

مـورد    Hind IIIو BamH Iهـاي  آنـزيم و با پلاسميد مذكور تخليص 

جفت بازي در ژل آگارز پديدار  159هضم آنزيمي قرار گرفت و قطعه 

  ).1 تصوير(گر حضور ژن مذكور بود شد كه بيان

  

 EGFحضـور ژن   تأييـد درصـد،   3الگوي الكتروفـورز ژل آگـاروز    .1تصوير

ــه ــاني بهين ــور بي ــده در وكت ــف. pET21a-EGF ش ــان: 1ردي ــر نش ــدازه گ ان

: 3رديـف . بـرش نخـورده   pET21a-EGF پلاسـميد : 2رديف  DNA.مولكولي

  .Hind III وBamHI  هايبرش خورده با آنزيم pET21a-EGF پلاسميد

  

  و بررسي بيان آن EGFبيان  .3-3

س از اطمينان از وجود ژن در پلاسميد مورد نظر، فرآيند بيـان در  پ

گـراد  درجه سانتي 37در ساعت  5و القاء  IPTGمولار ميلي 1شرايط 

تريسـين  رسـوب در ژل   محلول رويي به همراهسپس . صورت گرفت

آميـزي  كوماسي بلو رنگو ژل توسط رنگ درصد الكتروفورز شد  18

 علتبهافزايش وزن ايجاد شده در پروتئين نوتركيب ). 2 تصوير( شد

در  his6-Tagو وجــود  hEGFپــيش از تـوالي اصــلي   T7-Tagوجـود  

باشد كه موجب افزايش وزن پروتئين بوكسيل توالي آن ميانتهاي كر

  .كيلودالتون شده است 8/9كيلودالتون به  2/6 از

  

  

 :1رديف  .درصد 18آكريل آميد الگوي الكتروفورز ژل تريسين پلي. 2تصوير

  .IPTGنمونه القاء شده با: 2رديف . نمونه القاء نشده

هاي كنجاله صورت بهبا بررسي بيان مشخص گرديد كه اين پروتئين 

دليـل اينكـه ايـن پـروتئين پـس از      بـه . نامحلول توليـد شـده اسـت   

    ســولفيديپيونـد دي  3تـاخوردگي در سـاختار فضــايي خـود داراي    
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لـذا  . محلول بسـيار پـائين اسـت    صورت بهاحتمال بيان آن  ،باشدمي

 ـ  فرآيند محلول كـارگيري  هسازي پروتئين از فاز نامحلول سـلول بـا ب

همــين منظــور از عوامــل بــه. ي مختلــف صــورت پــذيرفتهــاروش

مـولار و گوانيـدين    8و اوره )الـف -3تصـوير (مـولار   6اوره  ياكنندهاح

در . سازي استفاده شدبراي محلول) ب-3تصوير(مولار  6هيدروكلرايد 

 ـ  محلـول  بيشتريننهايت  كننـده  كـارگيري عامـل احيـاء   هسـازي بـا ب

  . آمد دستبهلار مو 6گوانيدين هيدروكلرايد در غلظت 

  

  

، بررسي %18آكريل آميد الگوي الكتروفورز ژل تريسين پلي) الف .3تصوير

فـاز  : 2رديف. مولار 6اوره  .فاز محلول: 1رديف. مولار 6سازي با اوره محلول

آكريل آميـد  الگوي الكتروفورز ژل تريسين پلي) ب. مولار 6غيرمحلول اوره 

مـولار و گوانيـدين    8يب توسط اوره نوترك EGFسازي ، بررسي محلول18%

. مـولار  6فاز محلول گوانيدين هيدروكلرايـد  : 1رديف. مولار 6هيدروكلرايد 

فاز محلول : 3رديف . مولار 6فاز غيرمحلول گوانيدين هيدروكلرايد : 2رديف

 .مولار 8فاز غيرمحلول اوره : 4رديف . مولار 8اوره 

  

  تخليص پروتئين بيان شده. 3-4

، تخليص از طريق كرومـاتوگرافي ميـل   پروتئين سازيلپس از محلو

 .صورت گرفت Ni-NTA agarose resinستون ز تركيبي و با استفاده ا

بـر روي ژل   با بررسي نمونـه و بافرهـاي عبـور داده شـده از سـتون     

محتـوي  (شستشـوي چهـارم   مشخص گرديد كـه بافرهـاي    تريسين

نمودن  قادر به جدا MESو بافر ) مولارميلي 250ايميدازول با غلظت 

  )).4(تصوير( پروتئين از ستون نيكل هستند

 گذاري وسترنتائيد پروتئين با استفاده از لكه .3-5

گـذاري  با استفاده از روش لكـه  يپس از تخليص،صحت پروتئين بيان

نمـايش داده  ) 5(قرار گرفت كه نتـايج در شـكل    تأييدوسترن مورد 

  .شده است

  

. درصـد  18پلـي آكريـل آميـد     فـورز ژل تريسـين  الگوي الكترو .4تصوير 

نمونه محتوي پروتئين : 1رديف. نوتركيب توسط ستون نيكل EGFتخليص 

نمونه حاصل از شستشوي ستون توسط بافر : 2رديف . قبل از عبور از ستون

نمونه حاصل از شستشوي ستون توسـط  : 3رديف). 40ايميدازول(  2شماره

اصل از شستشوي سـتون  حنمونه : 4رديف). 170ايميدازول (  3بافر شماره

نمونه حاصل از شستشوي : 5رديف ). 250ايميدازول (  4توسط بافر شماره 

  .MESستون توسط بافر 

  

  

  

 hEGF: 1رديــف . hEGFگـذاري وسـترن پـروتئين    الگـوي لكـه   .5تصـوير 

بند مربوط به تائيد : 3رديف . گر مولكولي پروتئيننشان: 2رديف  .استاندارد

. نمونـه القـاء نشـده   : 4رديـف  . كيلودالتـوني  8/9نوتركيـب   hEGF نپروتئي

  .كنترل استاندارد وسترن بلات عنوان به BSA: 5رديف
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  سنجش فعاليت فاكتور رشد اپيدرم انساني نوتركيب .3-6

در محيط مائي، ميزان  hEGFمنظور اطمينان از تاخوردگي صحيح به

مـورد ارزيـابي قـرار     NIH-3T3توانايي آن بر تكثير دودمان سـلولي  

. اسـتفاده گرديـد   MTTدر اين سـنجش از تسـت اسـتاندارد    . گرفت

نمونه : عبارت بودند از ترتيب بهگروه تقسيم شدند كه  سهها به سلول

كيلودالتوني  8/9نوتركيب  EGFنمونه  استاندارد و EGFشاهد، نمونه 

ور به ميكروپليت شاهد هيچ فاكت. كه طي اين پژوهش توليد شده بود

  . رشدي اضافه نگرديد

استاندارد نوتركيب توليـدي    hEGFهاي نمونه،به يكي از ميكروپليت

نانوگرم اضـافه   100و 10، 1آمريكا در سه غلظت  Peprotechشركت 

گرديد و به ميكروپليت ديگر فاكتور رشد اپيدرمي نوتركيب كه طـي  

ضافه نانوگرم ا 100و 10، 1اين پژوهش توليد شده بود در سه غلظت 

 .گرديد

OD پس از تيمـار بـا    ساعت 72و 48 ،24ها طي جدول زماني سلول

hEGF نانومتر ثبت 570در طول موج  دستگاه اسپكتروفتومتر توسط 

و تهيه نمـودار مربـوط بـه ايـن      هادر نهايت پس از ثبت داده. گرديد

نوتركيـب توليـد شـده    hEGF مشخص گرديد كه ) )1(نمودار (تست 

داراي فعاليـت مناسـبي در حـدود نـوع      )Aمونه ن(طي اين پژوهش 

  . باشد ميپپتيد نوتركيب تجاري اين پلي

 بـا اسـتفاده از   hEGFيك آناليز آماري براي محاسـبه فعاليـت ويـژه    

OD   هاي حاصـل از تسـتMTT    زهـايدر مـورد دng100   از نمونـه

hEGF      نوتركيب توليد شده در ايـن پـژوهش در مقايسـه بـاhEGF 

   فعاليـت  داراي نوتركيـب  hEGF ام شـد كـه نشـان داد   انج ـ استاندارد

  .باشد مي استاندارد hEGFفعاليت % 100از % 9/83اي برابر ويژه

  

در روز سوم از كشت  MTTحاصل از تست استاندارد  يجنمودار نتا .1نمودار 

نوتركيـب حاصـل از ايـن     EGFاسـتاندارد و   EGFهاي تيمار شده بـا  سلول

  . )A( پژوهش

موجب شـده كـه اسـتفاده از آن     در منابع طبيعي hEGFكم فراواني 

لـذا محققـين از سـال    . پذير نباشددر كاربردهاي پزشكي امكان عملاً

ــوع نوتركيــب ايــن پــروتئين در موجــودات   1988 ــه توليــد ن روي ب

  .تراريخت آوردند

اقدام به توليد فاكتور رشد  آنهااكثر كارهاي پژوهشي كه در  كنونتا 

 E.coliمختلـف بـاكتري    هـاي  يهسونوتركيب شده، از  اپيدرم انساني

كه در مطالعات قبلي ماننـد  از آنجائي. ]11-15[استفاده گرديده است

منظـور بيـان   به hEGFمطالعه ابراهيمي راد و همكاران از ژن وحشي 

استفاده گرديد و با توجـه بـه اينكـه بيـان      hEGFنوتركيب پروتئين 

اينكـه يـك پـروتئين يوكـاريوتي      با در نظر گرفتن( hEGFپروتئين 

از ژن وحشي بسـيار   E .coliبه شكل سيتوپلاسمي در باكتري ) است

، لذا ما را بر آن داشت تا در اين پـژوهش،  ]µg/l9/0 (]13(پائين بود 

سـازي تـوالي آن بـر    ژن فاكتور رشد اپيدرم انساني را پـس از بهينـه  

صناعي  صورت به) E.coliباكتري (اساس ترجيح كدوني ميزبان بياني 

  . تهيه كنيم

 159نوكلئوتيد از مجموع  28ها، در مجموع سازي كدونپس از بهينه

با توجه به اينكه . كدون تغيير يافت 53كدون از بين  27نوكلئوتيد و 

موجـود در   Hind IIIو  BamH Iهـاي برشـي   بين جايگاه hGEFژن 

MCS  وكتورpET21a(+)     در  و بدون در نظـر گـرفتن كـدون پايـان

شـده بـود، اضـافه شـدن      يسـاز  همسـان انتهاي تـوالي ژن سـنتز و   

و اضـافه   hEGFبه انتهاي آمين تـوالي   T7-Tagنوكلئوتيدهاي توالي 

بـه انتهـاي كربوكسـيل آن، موجـب      His6-Tagشدن نوكلئوتيـدهاي  

كيلودالتـون   8/9كيلودالتون بـه   2/6از  hEGFافزايش وزن پروتئين 

منظـور  بـه  hEGFهاي اضافي بـه ژن  ليدر مطالعات متعددي توا. شد

شكل تخليص بر اساس اصول كروماتوگرافي تمايلي يا بيان پروتئين به

پلاسمي فيوژ شده است كه اين امر باعث افزايش وزن پـروتئين  پري

به بيش از اندازه طبيعي آن و حتي در بيشتر موارد، بـيش از انـدازه   

ــژوهش   ــن پ ــروتئين حاصــل از اي          شــده اســتمشــاهده شــده در پ

  . ]11و 15-13، 23[

تحـت شـرايط اسـتاندارد     E. coliبيان نوتركيب پروتئين در باكتري 

 فـن با توجه به حضور يـون تريسـين در بـافر كاتـد     . صورت پذيرفت

الكتروفورز تريسين كه باعث حركت منظم بنـدهاي پـروتئين جهـت    

  د و هـا و همچنـين درصـد بـالاتر آكريـل آمي ـ     تفكيك بهتر پروتئين

براي  فنآكريل آميد در تهيه اين نوع ژل، براي اولين بار از اين بيس

در همه مطالعات قبلـي از ژل  . ]24[استفاده گرديد hEGFالكتروفورز 

SDS-PAGE منظـور الكتروفـورز   به) درصد 25-22(با درصدهاي بالا

EGF  استفاده شده بود كه اين موجب كاهش كيفيت بندها روي ژل

در  hEGFشـود، بنـد   مـي  ديـده  )3(در تصوير  طور كههمان. شدمي

در نمونه محلـول   hEGFمولار نسبت به بند  8و  6نمونه رسوب اوره 

     نـامعلوم ايـن اتفـاق    يـل دلبـه اوره اندكي بالاتر ظاهر شده است كـه  

محلول شده توسط گوانيدين نيز اين  EGFهمچنين در بند . افتدمي
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در اوره و  EGFهم است اين است كه بند اتفاق افتاده است اما آنچه م

باشد كه قابليت كاربرد آن را در مطالعات بعدي گوانيدين محلول مي

  .سازدممكن مي

نوتركيب توليد شده در اين تحقيـق در   hEGFاينكه پروتئين  علتبه

از روش كرومـاتوگرافي   ،انتهاي توالي داراي دنباله هيسـتيديني بـود  

ايـن روش  . تخلـيص آن اسـتفاده شـد    تمايلي و ستون نيكـل بـراي  

هـايي كـه   ها نسبت بـه سـاير روش  از مزيت يسريكتخليص داراي 

نوتركيـب خـالص توسـط سـاير      hEGFيـابي بـه   تاكنون جهت دست

، امتزاج ژن به يك تـوالي نشـانه   HPLCمحققين از قبيل تخليص با 

د، باش ـترانسفراز مي-Sلاكتاماز و گلوتاتيون -β، اينتئين، phoAمانند 

يابي مقادير بالاي پـروتئين بـا يـك    توان به دستمي كه از آن جمله

هزينـه بـا تعـداد محـدودي مرحلـه اشـاره       و كـم  مـدت كوتاهفرآيند 

  . ]24[نمود

گرم ميلي 7/1در نهايت پس از تخليص پروتئين با ستون نيكل ميزان 

ليتـر محـيط كشـت حـاوي     ميلي 50نوتركيب از  hEGFليتر بر ميلي

در مطالعات مشابه كه از ژن وحشي . لقاء شده حاصل گرديدميزبان ا

hEGF منظور توليد نوتركيب اين پروتئين استفاده گرديـد، ميـزان   به

   وقـوع پيوسـت كـه ارزش ادامـه كـار      بيان بسيار اندكي از پروتئين به

و مقايسه اين چنين  بالا را نداشت هاي ياسمقرا در منظور توليد آنبه

ر را كه توالي آن ب hEGFالعه حاضر، ارزش كار با ژن مطالعاتي با مط

    شـده اسـت را آشـكار    بهينـه  E. coliاساس ترجيح كدوني بـاكتري  

 hEGFجهــت بررســي و ســنجش فعاليــت زيســتي . ]13[ســازدمــي

در اين آزمايش ميزان . استفاده شد MTTنوتركيب از تست استاندارد 

سطح خود داراي گيرنـده   هايي كه برتوانايي پروتئين بر تكثير سلول

EGF      بودند در مقايسـه بـا نمونـه اسـتانداردhEGF    و نمونـه شـاهد

رغم تغييـر طـول   بررسي گرديد و مشخص شد كه اين پروتئين علي

توالي، با توجه به كسب تاخوردگي فضايي مناسب خود قادر به اتصال 

هاي هدف و القاء ديمريزاسيون آن و در اش بر سطح سلولبه گيرنده

  . شودنهايت موجب انجام چرخه سلولي مي

توليد شده در اين تحقيق با توجه بـه وجـود    hEGFاختلاف فعاليت 

قطعه اضافي در مقايسه با نوع استاندارد آن خيلي قابل ملاحظه نبود 

كه در مورد پـروتئين  در صورتي ،باشدكه اين مسئله جالب توجه مي

EGF سيتوپلاسـمي توليـد    تصـور بـه اي كه ابراهيمي راد و همكاران

درصد فعاليت پروتئين در قيـاس بـا فعاليـت     17تنها ميزان  ،نمودند

چنانچـه آزمايشـات مكمـل    . ]13[نمونه استاندارد گزارش شده اسـت 

توان از همين كنند، مي تأييدعدم وجود اثرات جانبي اين محصول را 

با مشـخص شـدن   . محصول براي انجام مطالعات باليني استفاده نمود

توان بسياري از داروها بر مي ،نوتركيب hEGFعاليت زيستي مناسب ف

 را هاي ناشي از صدمات فيزيكي و شيمياييپايه آن براي ترميم زخم

  .بنيان نهاد

  

  گيرينتيجه. 4

منظور بيان و توليد آزمايشگاهي فاكتور رشد اپيدرم در اين تحقيق، به

ژن كدكننـده ايـن   از  E. coliانساني به شكل نوتركيـب در بـاكتري   

هاي آن بر اساس ترجيح كدوني سازي كدونپروتئين كه پس از بهينه

ميزبان بياني به شكل صناعي تهيه گرديده بود، استفاده شدكه بيـان  

از ژن وحشـي   آنهـا بالاي اين ژن در مقايسه با نتايج ديگران كـه در  

ــده  ــات رســيد  hEGFكدكنن ــه اثب ــتفاده شــده اســت، ب ــه . اس دنبال

شـرايط را   hEGFني اضافه شده به انتهاي كربوكسيل توالي هيستيدي

آزمايش استاندارد . هزينه آن نيز فراهم نمودبراي تخليص ساده و كم

MTT  مشخص كرد كه پروتئين hEGF از فعاليت مناسب جهت القاء

مكمل  هايتوان از آن در آزمايشتقسيم سلولي برخوردار است و مي

  .گرفتبهره 
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