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ABSTRACT  

Background and Aim: Conventional treatments have shown little success in cancer 

treatment. Using antibody fragments conjugated with specific proteins and targeting specific 

receptors is a new strategy for producing anticancer drugs. Despite the advantages of 

prokaryotic hosts, protein expression in the form of inclusion bodies (cytoplasmic) has been 

challenging and leads to subsequent difficulties. Production of proteins as soluble forms will 

significantly help to solve this problem. 
 The primary purpose of this study was to clone and express Tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) conjugated with anti CD20 single chain fragment variable 

(scFV) region of anti-CD20 antibody as a soluble protein using a small ubiquitin-related 

modifier (SUMO) fusion protein system in E. coli as a new method for optimal production of 

anticancer drugs. 

Materials and Methods: Appropriate primers for a previously designed DNA sequence 

encoding the fusion protein were used to amplify the fragment. The amplified fragment was 

sub-cloned downstream of the SUMO tag in pSUMO vector. Once confirmed by standard 

methods, the recombinant plasmid was transformed into E. coli strain BL21 (DE3). 

Expression was induced by isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside. The expressed proteins 

were assessed by SDS-PAGE and then isolated by affinity chromatography. Western blotting 

was used to confirm protein expression. 
Results: The results showed the DNA of the recombinant fusion protein was sub-cloned 

correctly, and the relevant analyses indicated that the expression process was successful. The 

recombinant fusion protein was confirmed by appropriate analysis. 

Conclusion: The production of recombinant proteins in a soluble state in the prokaryotic host 

E. coli can reduce the costs of the downstream process. Production of soluble antiCD20 scFV-

TRAIL fusion protein can be considered a proper method to produce recombinant protein in a 

soluble state in the E. coli system and can decrease the cost of downstream processes. 
Keywords: Fusion protein, Expression, Purification, Recombinant, Single chain fragment 

variable, Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
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 scFV هیکنژوگه با ناح فاکتور نکروز دهنده تومورالقاء کننده آپوپتوز وابسته به  گاندیل انیب

 تغییر دهنده وابسته به یوبیکوئیتین یها مولکول یزربا استفاده از  CD20ضد  بادی یآنت

 3 ییتولا دیام، 2 یلیپور جل می، مر1 انیمهسا راسخ
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 چکیده

بیا   کنژوگیه شیده   بیادی  یآنتی  قطعیات اسیتااده از   .انید  دادهمرسوم موفقیت کمیی در درمیان سیر ان نشیان      یها درمان :و هدف زمینه

بییان   ،یوتیپروکیار  هیای  یزبیان م یایی مزا رغمیی عل. استضد سر ان  یداروها یددر تول ینروش نو یکخاص و هدفمند کردن آن  های ینپروتئ

بیه   نیپیروتئ  دیی تول .شیود  هیای بعیدی میی    چالش برانگیز بوده و منجر به سختی( سیتوپلاسمی)ی باد ونیانکلوزپروتئین به شکل اجسام 

القاکننیده آپوپتیوز میرتبا بیا      یگانید ل ییان و ب سیازی  یهمطالعه شب ینا یهدف اصل. کند یممشکل کمک  نیبه حل ا یادیصورت محلول تا حد ز

بیه عنیوان    CD20ضید   یباد یآنت CD20ضد ( scFV) یباد یآنت یرتک زنج یرمتغکونژوگه با قطعه ( TRAIL)تومور دهنده فاکتور نکروز 

  E. Coliدر ( SUMO)اصلاح کننده  یوژنف ینپروتئ یستمس. بود یوبیکویتینکننده کوچک وابسته به  یلتعد محلول با استااده از ینپروتئ یک

 .ضد سر ان است یداروها ینهبه یدتول یبرا یدجد یعنوان روش به

برای تکثییر قطعیه اسیتااده     کند یماز قبل  راحی شده که پروتئین فیوژن را کد  DNAپرایمرهای مناسب برای یک توالی  :هاروش مواد و

اسیتاندارد،   یهیا  روشبیا   یید تائپی  از  . سیا  کلیون گردیید    SUMOدر ناحیه پائین دست توالی برچسب ژنی pSUMOو در پلاسمید شد 

 .القیا شید   یوگالاکتوپیرانوزیید ت-1-ید-بتیا  یزوپروپییل اتوسیا   ییان ب .شید  منتقل E. Coli strain BL21 (DE3) یهبه سو یبنوترک یدپلاسم
از وسترن  ینپروتئ یانب یدتائ یبرا. شدند یجداساز یبیترک یلم یو سپ  با کروماتوگراف یابیارز SDS-PAGEشده توسا  یانب یها ینپروتئ

 .بلات استااده شد

و آنالیزهای مربو ه نشان داد که فرآیند بییان   سا  کلون شده یدرستبه فیوژن پروتئین نوترکیب  DNA نتایج نشان داد که :ها یافته

 .شد یدتائپروتئین فیوژن نوترکیب با تجزیه و تحلیل مناسب  .آمیز بوده است موفقیت

 ینیدها یآمصیروف در فر  یهیا  نیه یهز تواند یم E. coli یوتیپروکار زبانیبه صورت محلول در م بینوترک های ینپروتئ دیتول :گیری یجهنت

بیه صیورت محلیول     AntiCD20 scFV-TRAIL یوژنف ینپروتئ دیدر تول قیتحق نیمناسب ا جیرا کاهش دهد و با توجه به نتا یدست نییپا

 .بهره برد بینوترک یها نیگونه پروتئ نیا یمحلول و عملکرد دیبه منظور تول قیتحق نیدر ا شدهتوان از روش استااده  یم

 وابسته به آپوپتوزلیگاند القاکننده ، بادی یآنت یرتک زنج یرقطعه متغ نوترکیب، ص،یتخل ان،یهم جوش، ب نیپروتئ: کلمات کلیدی

 رتومودهنده  نکروز فاکتور

33/3/1001:پذیرش 3/3/1001:اصلاحیه نهایی 36/1/1001:وصول مقاله   
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 مقدمه

 جهیان  سراسیر  در هیا  یمیاری ب ینتیر  کشینده  از یکی یسر ان، 

و اشیعه   درمیانی  یمیشی  ماننید  سیر ان  جیرا یها درمان. است

 شیرفت یبوده کیه علیت آن پ   یکم ءدرصد بقا یدارا یدرمان

 یدرمیان بیرا   تیتومور، مقاومت به درمان و عیدم اختصاصی  

سیر ان، اسیتااده    یدرمان یها روشاز  یکی .(1)استتومور 

 یریی تکث های یتفعالمؤثر جهت بلوکه کردن  های ینپروتئاز 

 یدرمیان  نیراسیتا، پیروتئ   نیی در ا .اسیت  یسیر ان  یهیا  سلول

شده و هوشیمند   یگذار هدف های ینپروتئ نیمعمول، همچن

 .(3)گیرند یممورداستااده قرار 

مطالعات  در سر ان، درمان در یدرمان یمنیا ی یژهو گاهیجا

القاءکننییده  یگانییدل .(5) سییتین دهیپوشیی یبرکسیی ،یامییروز

 Tumor آپوپتوز وابسیته بیه فیاکتور نکیروز دهنیده تومیور      

Necrosis Factor-Related Apoptosis- Inducing 

Ligand, TRAIL) )یمنی یا سیتم یس مهیم  عوامیل  از یکی 

 بیه  منجیر  ،یسیلول  خیار   ریمسی  از آپوپتوز القاء با که است

 مییر . (0) شییود یمیی یسییر ان یهییا سییلول مییر 

 ییی اجرا یها روش از یکی( آپوپتوز) سلول شده یزیر برنامه

 یتومیور  یهیا  سیلول  با مقابله یبرا ،یمنیا ستمیس که است

 یهیا  راه تیرین  یاصیل آپوپتیوز یکیی از   . (3) کنید  یم استااده

ناخواسیته اسیت کیه در بیدن موجیودات       یهیا  سلولحیذف 

عنیوان   بیه  .(9) شیود  انجیام میی   یسلول تکپرسلولی و حتی 

جانیدار   یهیا  سیلول مثال مر  در اثر آپوپتیوز در بعيیی از   

دنییدرتیک در   یهیا  سیلول باعث راه اندازی و بلوغ  تواند یم

نواده از خییا یکییه عيییو TRAIL. (7)سیسییتم ایمنییی شییود

است  نیپروتئ کی ،است فاکتور نکروز دهنده توموربزر  

 یآن، القیا  و عملکیرد ظیاهر شیده    گانید یل کیکه در نقش 

به  که (3)است سلول شده یزیر مر  برنامه ای آپوپتوز ندیفرا

 شیود  یم یسر ان یها منجر به آپوپتوز در سلول یخابت ور ان

 و یسر ان یها سلول در آپوپتوز القاء بودن یاختصاص. (6)

 و سیالم  یهیا  سیلول  یرو آن زینیاچ  اریبس ریتأث ای ریتأث عدم

 در آن گسترده اثر فی 

 در دیما بالقوه نهیگز کی به را مولکول نیا بدن، یها بافت 

. (10) اسیت  سیاخته  مطیرح  مختلیف  یهیا  سیر ان  درمیان 

TRAIL، نیو   ییغشا نیپروتئ کی II  یسی یرونو کیه  اسیت 

 هیی ر  حال، در شتریبو  یانسان یها بافت مختلف انوا  در آن

 بیه  گانیدها یل نیی ا. (11) شیود  یمی  داده صیتشیخ  پروستات و

 Trimeric)یی غشییا  کییی مریتر یهیییا نیپییروتئ  عنییوان 

transmembrane proteins)  یمی  کیه  بیوده  میتقسی  قابیل 

 محلیول  هیای  ینپیروتئ  فرم به جهینت در و شوند شکسته توانند

 اکثیر  بیرخلاف  TRAIL ن،یی ا بر علاوه. (13) گردند لیتبد

 بیه  را تومیور  یهیا  سیلول  آپوپتیوز  ،یدرمیان  یمیش یاروهاد

 نیی ا تمیام  بیا ، (15) کنید  یمی  ریدرگ p53از  مستقل صورت

 سر ان درمان در بینوترک TRAIL از استااده اات،یتوص

 در آن عمیر  یمیه ن -1: (10) اسیت  همیراه  هیایی  یتمحدود با

مقابییل  در آن یاثربخشیی -3 ؛(13)اسییت کوتییاه بییدن داخییل

بیا اسیتااده از    یدرمیان  تیک  برابر در واست  فیضع تومورها

TRAIL   انیی ب بیه  توجیه  ابی  -5 ؛(19)دارد  وجیود مقاومیت 

  گانییدیل هییا بافییت اکثییر در TRAIL یرسییپتورها

TRAILگاهیجا یرسپتورها سمت به یخاص یریگ جهت 

 محیل  در را دارو میؤثر  دوز عامیل  نیهمی  و نیدارد  تومیور 

 . داد خواهد شیافزا را یاحتمال یجانب عوارض و کاهش

 single) هیی ناح بیا  شیده  کنژوگیه  فیرم  بیه  TRAIL دیی تول

chain Fragmant Variable, scFV)  هیی عل یبیاد  یآنتی 

 بر رف در مناسب راهکار کی ،تومور کی خاص ژن یآنت

  کنژوگه فرم از استااده .است مذکور های یتمحدود کردن

TRAIL هیی ناح بیا scFV  را یمولکیول  انیدازه  یبیاد  یآنتی 

 فیرم  ،TRAIL فعیال  فیرم  نکیه یا بیه  توجه با و داده شیافزا

 شیافیزا  یحید  تیا  یمولکیول  اندازه مجمو  در است مریتر

 در و افتهی کاهش هیکل قی ر از دفع امکان که افتی خواهد

 فیرم  از استااده نیهمچن .ابدی یم شیافزا آن اثر  ول جهینت

 را TRAIL محلول فرمهدف  یسطح سلول ها در کنژوگه

 یربیا تیأث   تواند یم خود نوبه به که کرده لیتبد ییغشا فرم به

و  ینصیییورت اتیییوکر بیییه TRAIL-R2 یبیییر رسیییپتورها

تومیور   یهیا  سیلول القاء آپوپتیوز در   یشباعث افزا ینپاراکر
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شیده   یید تول یمختلای  های یزباندر م یگاندل ینچه ا اگر .شود

آن  یید تول یبیرا  یزبیان م ینبهتیر  E. coli یاست، امیا بیاکتر  

 یهاز مشکلات ته یکی ینکهبا توجه به ا(. 9) شود یمحسو  م

آن  ییان ب یوتیپروکیار  یها یزباندر م یبنوترک یها ینپروتئ

 یین د ایی تول رسد یم به نظر، است یباد یونبه صورت انکلوز

برچسپ های حل کننده به صورت محلول توسا  ها ینپروتئ

؛ (17)مشیکلات باشید    یین حیلال ا  ییادی تواند تیا حید ز   یم

 یگانییدل یییانو ب ینیی حاضییر کلون یییقهییدف تحق ینبنییابرا

TRAIL یهبه صورت کنژوگه با ناح scFv ضید   یبیاد  یآنت

CD20 ز برچسب به صورت محلول با استااده اSUMO  در

 .است E. coli یباکتر

 

 هامواد و روش

 کدکننده پروتئین همجوش DNAتکثیر قطعه 

 AntiCD20) همجیوش  نیپیروتئ  کننیده  کید  DNA یتوال

scFV-TRAIL)  انسانی قیبلا  از پایگیاه داده   منشأبا NCBI 

 بیا . کلون شده بیود  pET-28aاستخرا ، سنتز و در پلاسمید 

با شرایا ذکر شده در جدول شماره  PCRواکنش از استااده

-Anti بیی نوترک دیپلاسیم  ازمیورد نظیر   DNA  یتیوال  1

CD20 scFV-TRAIL/pET-28a در تیا  دیی گرد ریی تکث 

 کلیون  سیا    pSUMO-YHRC دیپلاسیم  بیه  بعید  مرحله

 ی انیدازه  صیحت  الکتروفورز ژل از استااده با سپ  گردد؛

 جدول مطابق منظور نیا یبرا لازم یمرهایپرا. شد دییتأ آن

  میآنز اثر گاهیجا که دندیگرد ی راح یا گونه به ،3 شماره

BamHIمیآنز اثر گاهیجا و '5 هیناح در XhoI 5'  هیی ناح در 

شبیه سیازی   امکان که ینحو به شوند، وارد شده ریتکث قطعه

 .گردد فراهم بعد مرحله دریک  رفه 

 Anti-CD20 scFV-TRAILبه منظور تکثیر قطعه  سایکر برنامه دمایی ترمال .1جدول 

 مرحله (سلسیوس)دما  (دقیقه)زمان  میزان تکرار

 پیش دناتوراسیون 60 13 1

 ردو 50

 دناتوراسیون 60 ثانیه 50

 اتصال 93 ثانیه 50

  ویل شدن 73 1:30

  ویل شدن نهایی 73 10 1

 

 Anti-CD20 scFV-TRAILمنظور تکثیر قطعه  شده به یطراح یمرهایپرا یتوال .2جدول 
 آنزیم محدود کننده پرایمرتوالی  نام پرایمر

 AAAAGGATCCGGACATCCAGCTGACCCAG BamHI پیشرو
 GGGGGGCTCGAGACCAACCAGGAAC XhoI معکوس
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 ژل ازتکثیر شده  DNAقطعه  استخرا 

% 1، محصولات بر روی ژل آگاروز PCRپ  از انجام 

 برش نظر مورد قطعهباند  یحاو ژل ،سپ . جداسازی شد

 از  استخرا تیک از استااده با ژل درون از DNAو  خورده

 آزاد (جنوبی، کره Bioneerشرکت ) GF-GC-050 ژل

 یتوال دست نییپا هیناح در pSUMO دیپلاسم در و شد

  .دیگرد کلون سا  ،SUMO ت 

 DNAو قطعه  pSUMO-YHRC دیپلاسم یمیآنز برش

 :تکثیر شده

 PCR محصول و دیپلاسم قطعات، کردن کلون یبرا

 یها میآنز توسا مجزا صورت به ژل از شده استخرا 

BamHI و XhoI دیپلاسم. شدند دهیبر pSUMO-

YHRC یباکتر از ییایقل زیل روش با تازه صورت به 

 واکنش تحت سپ  و شد استخرا  دیپلاسم نیا یدارا

 مناسب تیفعال و برش از نکهیا یبرا .گرفت قرار یمیآنز

 هم  ور به واکنش دو شود، حاصل نانیا م میدوآنز هر

 انجام XhoI با یگرید وBamHI  میآنز با یکی زمان

 .شد لود %1 آگاروز ژل یرو بر ها واکنش جهینت و گرفت

 درجه 57 یدما در ساعت دو مدت به اول میآنز با واکنش

در  اول میآنز کردن رفعالیغ از پ . شد انجام سلسیوس

 واکنش ادامه قه،یدق 13 مدت به گراد یسانت درجه 93 دمای

 سلسیوس درجه 57 یدما در شبانه صورت به دوم میآنز با

 مشابه زین ژل از شده استخرا  PCR محصول .شد انجام

 یمیآنز هيم واکنش تحت pSUMO-YHRC  دیپلاسم

 . گرفت قرار XhoI و BamHI میآنز دو با

 یخط دیپلاسم بهقطعه تکثیر شده  (Ligation)اتصال

pSUMO-YHRC: 

 و AntiCD20 scFV-TRAIL قطعه شدن فراهم از پ 

 ی واکنش  لازم است pSUMO-YHRC خطی پلاسمید

Ligation واکنش این. شوند متصل هم به مولکول دو این 

 انجام سلسیوس درجه 16 دمای در over night صورت به

 .شد

 واکنش محصولات ونیترانساورماس و رایپذ یها سلول هیته

 :اتصال

 قطعه یحاو دیپلاسم کردن وارد مرحله نیا انجام از هدف

کشت شبانه بدین منظور از . است یباکتر سلول به نظر مورد

یک نمونه  L.Bدر محیا  Top10 یکل یشیااشر باکتری

 سلسیوسدرجه  57برداشته و یک کشت دو ساعته در دمای 

به تا رسیدن  rpm 130بر روی شیکر انکوباتور با سرعت 

رسو  به دست آمده  .تهیه گردید =OD600 0/0 کدورت

 یو در دمایقه دق 7مدت از باکتری ها پ  از سانتریایوژ به 

 1/0با کلسیم کلراید  3به  1به نسبت سلسیوس درجه  0

پ  از سانتریایوژ مجدد با . مولار سرد سوسپانسیون شد

میلی لیتر  1شرایا قبلی این بار رسو  به دست آمده با 

مولار سرد سوسپانسیون گردید و به  1/0کلسیم کلراید 

انکوبه و سپ  رسو  داده  دقیقه بر روی یخ 00مدت 

 یدکلرا یمکلس یترل یلیم 1صله مجدد با رسو  حا.شد

 .یندبه دست آ یراپذ یها شد تا سلول یونسوسپانس

 یداز پلاسم یکرولیترم 5مقدار  یونجهت ترانساورماس

-AntiCD20 scFV-TRAIL/ pSUMO یبنوترک

YHRC شده یهبا غلظت ته ng/ul100یراپذ یها ، به سلول 

قرار داده شد در ادامه  یخ یرو یقهدق 00و به مدت  اضافه

به درون حمام آ   یدو پلاسم یباکتر یحاو یکروتیو م

. یدمنتقل گرد یهثان 60به مدت ( سلسیوسدرجه  03)گرم 

 سلسیوسدرجه  0 یخداخل  یقهدق 3سپ  بلافاصله به مدت 

 LB کشت یامح تریل کرویم 700در ادامه . قرار داده شد

 یاضافه و در دما یکروتیو م یبه محتو یوتیکب یفاقد آنت

ید و پ  انکوبه گرد یقهدق 60به مدت  سلسیوسدرجه  57

 یحاو LB-Agarکشت  یابه محاز آن به پلیت های 

µg/ml100  کانامایسین انتقال داده و به مدت یک شب در

 .قرار داده شدسلسیوس  درجه 57انکوباتور 

 AntiCD20 ژن کلون سا  دییتأ منظور بهادامه  در 

scFV-TRAIL دیپلاسم در pSUMO-YHRC محصول 

 و XhoI یها میآنز لهیوس به مثبت یها یکلون از استخرا 
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BamHI کی با تنها بار کی و همزمان صورت به بار کی 

 .شد داده برش میآنز

 Colony  روش با آمده دست به یها یکلون یغربالگر

PCR 
 وجود لحاظ از Colony PCR روش با موجود یها یکلون

 اساس. شدند یغربالگر بینوترک دیپلاسم وجود عدم ای

 یرو بر PCR انجام همانColony PCR روش

در این روش به جای . است شده استخرا  یدهایپلاسم

لص سازی پلاسمید از کلونی های باکتری که پروسه ای خا

ها مورد نظر توسا چو  کلونی  های نمونهوقت گیر است، 

به صورت مستقیم به محتویات لوله خلال دندان استریل شده 

سپ  در دستگاه . اضافه گردید PCRهای واکنش 

Thermal Cycler  دقیقه محتویات  10ابتدا به مدت

تا با لیز  شدقرار داده  سلسیوسدرجه  60واکنش در دمای 

سایر . محتویات پلاسمیدها در واکنش آزاد شود ها یباکتر

و با استااده از  1بر  بق جدول  PCRشرایا واکنش 

 .پرایمرهای  راحی شده قبلی انجام گردید

 :ها یکلون از دیپلاسم استخرا 

 یها یباکتر سلول درون از دیپلاسم مرحله نیا در

-Alkaline mini روشبا استااده از  شده ترانساورم

preparation یتک ازبدین منظور  .استخرا  گردید 

استااده  یکره جنوب GeNet Bioشرکت  یداستخرا  پلاسم

و  یکژنوم DNA ی،شدن باکتر یزپ  از ل. گردید

 یدیدناتوره شده و پ  از اس یاییقل یاتحت شرا ها ینپروتئ

 که یدرحال کنند، یو در حيور سرما رسو  م یاکردن مح

که  یلیبه علت اندازه کوچک و فرم سوپرکو یدهاپلاسم

 صحت .ها را جدا کرد آن توان یو م کنند یدارند رسو  نم

 دییتأ یمیآنز هيم واکنش لهیوس به شده کلون سا  قطعه

 .شد

 یتوال نییتع توسا کلونین دییتأ

  ور به نکهیا یبرا و ن یکلون صحت از نانیا م منظور به

 حیصح یها گاهیجا در مناسب قالب در شدن کلون ق،یدق

با استااده از  شده کلون هیناح یتوال نییتع شود، یابیارز

 هیناح) T7 ورسالیونی مریپرا توسا Sangerروش 

 Topaz شرکت به( یانیب بینوترک یدهایپلاسم ن یکلون

gene سهیمقا انتظار مورد یتوال با جهینت و شد داده ساارش 

 .دیگرد

 :پروتئین نوترکیب دیتائبیان، خالص سازی و 

 نییتع و یهيم واکنش از استااده با ن یکلون دییتأ از پ 

 .E هیسو درون به آمده دست به بینوترک دیپلاسم ،یتوال

coli BL21(DE3) نیپروتئ انیب سپ  و شده ترانساورم 

 .دیگرد القا همجوش

 AntiCD20 بینوترک نیپروتئ یساز خالص منظور به

scFV-TRAIL ی با بیترک لیم یکروماتوگراف از روش

 -Nickle (Ni-IDA)استااده از رزین دارای عامل فعال

IminoDiacetic Acid در این روش توالی  .شد استااده

His-tag  موجود در پروتئین بیان شده با نیکل موجود بر

در . ماند یمروی رزین برهمکنش داده و بر روی ستون باقی 

میلی مولار ایمیدازول  3/0انتها با استااده از بافر حاوی 

 . پروتئین نوترکیب از ستون جدا شده و خالص می شود

 ییکارا سی بیان ژن نوترکیب و نیز بررسیبرر منظور به

 Sodium زیآنال پ  از کروماتوگرافی، یساز خالص

Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) ور به (.1)دش انجام  

و نیز  پ  از القاء بیان باکتری یآور جمعاز خلاصه پ  

میزان  یریگ اندازهو  پروتئین نوترکیب یساز خالصپ  از 

پایین  بالا و یها ژلها، نمونه تام پروتئین با روش برادفورد، 

 SDS-PAGEالکتروفورز با انجام و  یساز آمادهو بافرها 

از یکدیگر ولت  130اختلاف پتانسیل با پروتئین ها 

 ن ر بلو کوماسی ن ر توساژل سپ   .جداسازی شد

 .شد یمیزآ

آن توسا  یساز خالصبیان پروتئین کایمریک و در نهایت 

بدین منظور ابتدا  .(13)گردید دیتائ Western Blotروش 

 Semi Dry Blottingبا دستگاه  بلاتین ولکترا ندرو  ی

در ژل  هشد اجد های ینپروتئ( فرانسه، Apelexشرکت )

 کمک به گلیسین -تری  بافر با استااده از میدآ کریلآ پلی
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پ  از . شدندمنتقل ی نیتروسلولز غشا به لکتریکیا وینیر

شستشوی غشاء و بلاک کردن نواحی آزاد اتصال بر روی 

 Anti His یهاول یباد یبا آنتدر مجاورت  غشاء ابتداآن، 

tag ضد  یهثانو یباد یتو سپ  با آنIgG کنژوگه یموش 

در و قرار گرفت  (Horseradish peroxidase, HRP) با

 یدازپراکس یمحلول سوبسترانهایت با 

(Diaminobenzidine, DAB) شد یزیرن  آم. 

 

 هایافته

 AntiCD20کد کننده  DNAقطعه و سا  کلون تکثیر 

scFV-TRAIL 
بر  PCRبه دست آمده از الکتروفورز محصولات  نتیجه

مورد نظر به اندازه  ی قطعهنشان داد که  %1ژل آگاروز  یرو

 یشده به درست ی راح یمرهایجات باز توسا پرا 1509

 (.1شکل )شده است  یرتکث

 

 

 
 در مقایسه با ،PCR ی یلهوس به یرشدهتکث DNA ی قطعه ی اندازه 1،2،1در ستون های  .PCRمحصولات الکتروفورز نتایج  .1شکل 

 .نشان داده شده است( DNA ی اندازهمارکر ) 3 ستون

 

همچنین پ  از سا  کلون کردن قطعه تکثیر شده در 

آمده از  به دست نتایج pSUMO-YHRCپلاسمید 

ژل آگاروز  یبر رو Colony PCRالکتروفورز محصولات 

 یدارا یانتخاب یها یاز کلون وردم 0نشان داد که  1%

مورد نظر بودند جات بازی  1509حاوی قطعه  یدپلاسم

 (.3شکل)

 
 کولونی جیشامل نتا 8تا  2 یو ستون ها DNA یستون اول شامل مارکر وزن .PCR محصولات کلونیالکتروفورز  نتایج.2شکل 

PCRاستنشانگر وجود کلونی نوترکیب  7تا  1 یها واکنش. های مختلف است. 

 

 AntiCD20کد کننده  DNAکلونین  قطعه  یدتائ

scFV-TRAIL  در پلاسمیدpSUMO-YHRC: 

بر روی پلاسمید  یمیروش هيم آنز به دست آمده از نتایج 

 نوترکیب و مقایسه با پلاسمید فاقد قطعه نشانگر خرو  قطعه
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. استجات بازی از پلاسمید نوترکیب  1509 حدود

 7703)همچنین تااوت اندازه پلاسمید خطی نوترکیب 

( جات باز 9050)با پلاسمید خطی فاقد پلاسمید ( جات باز

کننده  یدتائاین دو پلاسمید نیز  اختلاف اندازه دهنده نشان

 AntiCD20 scFV-TRAILکد کننده  DNA ین کلون

 یینعدر نهایت ت .است pSUMO-YHRC یددر پلاسم

 یدهایپلاسم ین کلون یهناح( Sequencing) یتوال

در قالب مناسب کلون  یحصح ینشان داد که توال یبنوترک

 .(نتایج نشان داده نشده است) .شده است

 
ژل آگاروز  یرو AntiCD20 scFV-TRAIL/pSUMO-YHRC بینوترک دیبرش پلاسممحصولات الکتروفورز  نتایج .3شکل 

برش  pSUMO-YHRC دیپلاسم: 2ستونو  .XhoIبرش خورده با  pSUMO-YHRC دیپلاسم: 1ستون. از چپ به راست. 1%

: 1ستون . DNA یمارکر وزن: 3ستون(. جفت باز 4131حدود )نشانگر اندازه صحیح پلاسمید بدون قطعه است  BamHIخورده با 

ستون  (.جفت باز 1334حدود )قطعه کلون شده از پلاسمید است  خروج دهنده نشانکه  BamHIو  XhoIبرش خورده با  دیپلاسم

که نشانگر اندازه مناسب پلاسمید  XhoIبرش خورده با  AntiCD20 scFV-TRAIL/pSUMO-YHRC بینوترک دیپلاسم: 5

 (.7732حدود ) استنوترکیب 

 ینپروتئو خالص سازی  یانب نتایج

-AntiCD20 scFV یبنوترک ینپروتئ یانحاصل از ب نتایج

TRAIL یددر دو پلاسم pSUMO-YHRC  وpET-28a 

 یانشکل ب یندر ا. نشان داده شده است 0در شکل شماره 

توسا دو  یباد ینکلوزیونبه شکل محلول و ا ینپروتئ

 یانب یسهدر ابتدا مقا. شده است یسهشده مقا یاد یدپلاسم

توسا  کاسیونیحاصل از سون اتانتدر سوپرن ینپروتئ

 ینا یدیتول یباد ینکلوزیونو ا SUMO یحاو یدپلاسم

به  ینپروتئ یندهد که ا یمطابق انتظار نشان م ید،پلاسم

محلول شده است و در سوپرناتانت  ینسبت قابل توجه

 ی نکته اام؛ وجود دارد یبا غلظت قابل توجه یکاسیونسون

شده توسا دو  یانب ینپروتئ ی یسهمقاجالب توجه در 

دهد  ینشان م pET28aو  pSUMO-YHRC یدپلاسم

شده در سوپرناتانت حاصل از  یانب یناگرچه پروتئ

 pSUMO-YHRCبرابر در  یادر زمان و شرا یکاسیونسون

 یاناختلاف در ب یکنل است pET28aبالاتر از  یاندک

در سوپرناتانت حاصل از  حلولبه صورت م ینپروتئ

 ؛ ودارد یاختلاف کم یدپلاسمدر هر دو  یکاسیونسون

 یرمورد نظر با سا ینباند پروتئ ی یسهمقابا  ینهمچن

 SUMOکه ت   رسد یمبه نظر  یباکتر های ینپروتئ

اما در عمل ؛ کرده است یدتول یشتریمحلول ب ینپروتئ

 ینپروتئ ینب ر،مورد انتظا یادبرخلاف انتظار شاهد اختلاف ز

 یددو پلاسم ینتوسا ا یدیتول یباد یونمحلول و انکلوز

 .یستیمن
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 یعصاره باکتر: 1ستون . E. coliدر  AntiCD20 scFV-TRAIL انیب یابیبه منظور ارز SDS-PAGE الکتروفورز زیآنال .1شکل 

شده،  زیل pSUMO-YHRC یحاو یباکتر وژیفیبعد از سانتر ییمحلول رو: 2ستون ان،یقبل از ب pSUMO-YHRC یحاو

ستون . انیقبل از ب pSUMO-YHRC یحاو یعصاره باکتر: 1ستون. pSUMO-YHRC(pellet) یحاو یرسوب باکتر: 3ستون

ستون . شده زیل pET-28a یحاو یباکتر وژیفیبعد از سانتر ییمحلول رو: 4ستون . انیقبل از ب pET-28a یحاو یعصاره باکتر: 5

 یمارکر وزن: 9ستون . انیقبل از ب pET-28a یحاو یعصاره باکتر: 8ستون . زیبعد از ل pET-28a یحاو یرسوب باکتر: 7

 .نیپروتئ

شده است  یجداساز یتبا موفق یبنوترک ینپروتئ ینداد ا نشان AntiCD20 scFV-TRAIL یبنوترک ینپروتئ یخالص ساز

 (. 3شکل)

 
محصول خالص : 1ستون . E. coli در AntiCD20 scFV-TRAIL انیب یابیبه منظور ارز SDS-PAGEالکتروفورز  زیآنال .5شکل 

 .نیپروتئ یمارکر وزن: 2ستون ،یساز

و  AntiCD20 scFV-TRAIL ،SUMO ی قطعهمورد نظر متشکل از  ینوسترن بلات نشان داد که پروتئ یزآنال یتماه ییدتأ

Histag  61.2 و چارچو  خوانش باز آن با اندازه یدپلاسم یژن ی نقشهبر اساس kDa (.9شکل)شده است  یانب  
 

 
 صیپس از تخلانسانی  AntiCD20 scFV-TRAIL.نگیمونوبلاتیشده با ا صیتخل AntiCD20 scFV-TRAIL یبررس - .4شکل 

 یموش IgGضد  هیثانو یباد یآنتبا و سپس  Anti His tagابتدا با آنتی بادی اولیه  منتقل و سپس غشاء یتروسلولزیغشاء ن یبر رو

قرار  دییتأ ردمو kDa 61.2 باند کیشد و  یزیرنگ آم( نیدیبنز نویآم ید) دازیپراکس یو محلول سوبسترا HRPکنژوگه با 

 .گرفت
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 بحث

 یدرمان انوا  مختلا یبرا یرا اخ یبنوترک ینیپروتئ یباتترک

و  یمنیخود ا های یماریباز جمله سر ان،  ها یماریباز 

-SDS یزآنال(. 13) شود یماستااده  یکیاختلالات ژنت

PAGE یاننشان دهنده ب یزبانمختلف م یفراکشن ها 

که  یبه  ور است                   همجوش مورد نظر  ینپروتئ

-1-ید-بتا یزوپروپیلا یلهوس بهبعد از القا 

 ,isopropylthio-β-galactoside) یوگالاکتوپیرانوزیدت

IPTG) که القا کننده اضافه نشده  یاندازه باند نسبت به حالت

فراکشن بعد از تک باند مربوط به  ینهمچن .است یشترب

 ینکه پروتئ استموضو   یننشان دهنده ا یساز خالص

پروتئین  یخالص ساز. مورد نظر خالص شده است

 توسا Anti-CD20 scFV-TRAIL کایمریک نوترکیب

 ینکهصورت گرفت، با ا Ni-IDAکروماتوگرافی تمایلی 

را به ما نشان  یاز خالص ساز یقابل قبول یجروش نتا ینا

 یامر است که الصاق توال ینا یانگراما مطالعات ب؛ داد

Histag  دارد  یگاندل ینا یتبر اختصاص یمنا یرتأثمی تواند

(16.) 

اسیتااده   SUMOمحلول از ت   ینمنظور استخرا  پروتئ به

 یشافیزا   یور  ینهمی و  ینبهبود تا شدن پروتئ ییشد که توانا

همچنین اندازه . مورد نظر را داراست ینپروتئ یتحلالبیان و 

 یید بیه پپت  ینپیروتئ  یبالا یبا نسبت تقرنسبتا  کوچک این ت  

 یییتبییازده و فعال یرو یمثبتیی یررا فییراهم کنیید کییه تییأث تیی 

 سییمیدتیی  در پلا ییینهرچنیید کییه ا (. 16) دارد ینپییروتئ

pSUMO-YHRC  با تعداد  یدپلاسم یکوجود داشت که

 یطیی مح یان است در شراو ممک است یکم در باکتر یکپ

 ییک کیه   pET-28a ی انیدازه  به ینپروتئ یانب در مقابلبرابر 

، کیار آمید نباشید امیا بانید      اسیت بیالا   یبا تعداد کپ یدپلاسم

از  لمحلول کیه همیان سیوپرناتانت حاصی     ینمربوط به پروتئ

لخته کیه   یزل حاصل یننسبت به باند پروتئ است یکاسیونسون

 یشیتری ب ینشود، شامل پیروتئ  یقلمداد م یرمحلولغ ینپروتئ

تی    مطیابق بیا مطالعیات دیگیر،     گات کیه  توان یمو  است

SUMO  میزان بیان  تواند یم ینپروتئ یمحلول سازعلاوه بر

 .(16)پروتئین را افزایش دهد

 ییزان میورد اخیتلاف انیدک م    ینانتظار در ا یرقابلغ ی یجهنت

 یین ا ی یکهمحلول موجود در سوپرناتانت سیون  های ینپروتئ

باید مد نظیر داشیت   . استدر مقایسه با یکدیگر  یددو پلاسم

محلول سازی پیروتئین هیای نوترکییب در    که بیان مناسب و 

 عوامیل مختلایی ماننید    یرتیأث تحت میزبان های پروکاریوتی 

م بیان پروتئین، ماهیت پیروتئین، حامیل   شرایا محیطی هنگا

و  Tham .(30)یزبیییان باکترییییایی قیییرار دارد کلونینییی ، م

اسیییتراتژی  یرتیییأث 3030در سیییال  یا مطالعیییههمکیییاران در 

بیه  استافیلوکوک  کلونین  را در بیان پروتئین اندولیزین فاژ

 E.coliدر باکتری  pET-28aصورت محلول توسا حامل 

BL21 (DE3)  بیق یافتیه هیای مطالعیه     . بررسی کرده اسیت 

 N-terminal انتهییای تغییییر جایگییاه کلونینیی  مربییوط بییه 

میی توانید منجیر بیه افیزایش       NcoIبه  BamHIپروتئین از 

کلونینیی  در  .میییزان محلولیییت و عملکییرد پییروتئین شییود  

منجر به افزودن اسییدهای آمینیه    BamHIجایگاه کلونین  

 N-terminalبه انتهای  T7 tag و His tagاضافه مربوط به 

پروتئین نوترکیب می شود که می تواند منجیر بیه تیاخوردن    

اسیدهای آمینه اضافه در  که یحالنامناسب پروتئین شود در 

 NcoIهنگییام کلونینیی  در جایگییاه   N-terminalانتهییای 

 بهتیر وجود ندارد که خود می تواند منجر بیه ایجیاد شیرایا    

بیا توجیه بیه اینکیه در     . ئین باشید برای تاخوردن مناسب پروت

 /AntiCD20 scFV-TRAILپلاسیییمید نوترکییییب  

pET28a  کلییون شییده بییود از جایگییاه کییه قییبلا  راحییی و

NcoI/XhoI   ه شده بیود، مطالعیه   استاادبه منظور کلونین

بالا می تواند دلیلی برای تولید محلول پروتئین کنژوگه ایین  

در مجمیو    .(31) ارائیه دهید   pET28aدر پلاسمید  تحقیق

ایین  کنژوگیه   ینپیروتئ  SUMOتیوان گایت کیه تی       یم

مطالعیات   .کیرده اسیت   بییان محلیول   بیشتر به فیرم  راتحقیق 

کییارایی اییین تیی  در بیییان محلییول      مؤیییدمختلاییی نیییز  

 (33و35)نوترکیب است های پروتئین
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 یرود که به علت حيور پروتئاز ها یانتظار مدر نهایت 

 یشکسته و باندها یها ینشاهد پروتئ یامختلف در مح

 مسئله با استااده از مهارکننده پروتئاز یناما ا؛ یمچندگانه باش

(Phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)  که منجر

 یتا حد قابل توجه به مهار انوا  سرین پروتئازها می شود

 یها یمآنز یلهبه وس ینشد و از شکسته شدن پروتئ رلکنت

 .شد یریسلول جلوگ یاموجود در مح

 

 گیری یجهنت

 یهیا  یمیاری ب ییه عل یبیاد  یاز ساختار آنتی  یاز بخش استااده

و  یخاصیی یهییا ینکنژوگییه شییدن بییا پییروتئ یمختلییف بییرا

 یییددر تول ینروش نییو یییکهدفمنیید کییردن آن بییه عنییوان  

 یکیرد رو یندر ا ینکهبا توجه به ا استضد سر ان  یداروها

فیرم   یلتشک یدی،تول یها ینپروتئ یههمچون تجز یمشکلات

دسیت   یین از ا یمسیائل و  یبیاد  ینکلوزیونا همان اینامحلول 

روش را  ینمسائل ا ینتوان با فائق آمدن بر ا یوجود دارد، م

 ینهمجوش پروتئ یدتول یمناسب برا یاستراتژ یکبه عنوان 

کیه   رسید  یمی بیه نظیر   . ها در درمان انوا  سر ان مطرح کرد

 ییادی تیا حید ز   توانید  یمی  Solubilizing Tagsاسیتااده از  

با توجه . باشد یدتول های ینههزمشکلات و کاهش  ینا لحلا

همجییوش  ینپییروتئ یییددر تول یییقتحق ییینمناسییب ا یجبییه نتییا

AntiCD20 scFV-TRAIL  تیوان  یمی به صورت محلول 

محلول و  یدبه منظور تول یقتحق یناز روش استااده شده در ا

البتیه  ؛ بهیره بیرد   یبنوترک یها ینگونه پروتئ ینا یعملکرد

 .است یشتریب یها ید بررسیازمنن

 

 تشکر و قدردانی

 یعموم ینامه مقطع دکتر یانمقاله مستخر  از پا ینا

که مورد  استکرمانشاه  یدانشگاه علوم پزشک یداروساز

 یدانشگاه علوم پزشک یمعاونت پژوهش یمال یتحما

که از  دانند یملازم  یسندگانکرمانشاه قرار گرفته است و نو

 .یاورندو تشکر را به عمل ب یمعاونت کمال قدردان ینا

تعارض  گونه یچهمطالعه،  نیا سندگانیاز نو کدام یچه بعلاوه

 ی شماره رح با  ینا. مقاله ندارند نیانتشار ا یبرا یمنافع

IR.KUMS.REC.1397.112  یناخلاق ا ی یتهکمتوسا 
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