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با توجه به مزیتهایی از قبيل هزینه پایين، های باکتریایی، به ویژه باکتری اشرشيا کولی، سيستم

های دارویی نوترکيب به ترین سيستم بيان پروتئيناصلی به عنوانسهولت کشت و سرعت رشد بالا 

وان یک فاکتور به عن Cروند. در این پژوهش، از این سيستم برای بيان ژن سوماتومدین شمار می

های این ژن پس از تهيه و تکثير، با استفاده از آنزیم cDNAارزشمند رشد انسانی استفاده شد. 

سازی، توليد ناقل سازی شد. نتيجه این همسانهداخل ناقل بيانی همسانه BamHIو  NdeIبرشی 

رفت. ناقل قرار گ T7تحت کنترل پيشبر القایی  Cنوترکيبی بود که در آن ژن سوماتومدین 

انتقال داده شد و بيان پروتئين تحث تاثير القا  E. coliهای باکتری نوترکيب حاصل به سلول

-مورد ارزیابی قرار گرفت. نتيجه نشان داد که القای باکتری IPTGهای یک مولار بوسيله غلظت

ابل توجه گراد منجر به توليد مقادیر قدرجه سانتی 25ساعت در دمای  22های تراریخت به مدت 

 شود.از این پروتئين انسانی نوترکيب در باکتری می
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

با پیشرفت علوم زیستی به ویژه ژنومیکس، پروتئومیکس، و 

های نوترکیب تولید شده از بیوانفورماتیک، تعداد پروتئین

های مهندسی ژنتیک رو به گسترش است. با طریق تکنیک

-های ناشی از آلودگیرشد سریع جمعیت و افزایش بیماری

به شدت  محیطی، نیاز به داروهای زیستی-های زیست

با توجه به مزیتهای های باکتریایی افزایش یافته است. سیستم

روش زیادی از قبیل هزینه پایین تولید و سرعت رشد بالا، 

-های دارویی نوترکیب محسوب میغالب برای تولید پروتئین

که در حال ، بطوری(Berlec and Strukelj 2013)شوند 

حاضر از این سیستم برای تولید برخی داروهای نوترکیب از 

نترفرون آلفا قبیل انسولین، هورمون رشد انسانی، گلوکاگون، ای

شود. فاکتور رشدی استفاده می (Walsh 2014)و بتا 

-نیز نامیده می Iکه فاکتور رشد شبه انسولین  Cسوماتومدین 

باشد که در شود، یکی از فاکتورهای رشد مهم در انسان می

ها از جمله سرطان و نیز درمان پیشگیری از برخی بیماری

دیابت، پوکی استخوان، اختلالات های متعددی از قبیل بیماری

شود عضلانی، چاقی، و مقاومت انسولین استفاده میعصبی و 

(Frysak et al. 2015, Luey and May 2016).  در دنیا، بیشتر

 Gill et)و مخمر  (Joly et al. 1998)های باکتریایی از سیستم

al. 1999) شود. در برای تولید این فاکتور ارزشمند استفاده می

عنوان سیستم مناسبی های گذشته، سیستم گیاهی نیز بهسال

. (Daniell et al. 2009)است  معرفی شده IGF-Iبرای تولید 

ها روی تولید این های محدودی از پژوهشحال گزارشتا به

 ی و همکاران)جعفرپروتئین در ایران به ثبت رسیده است 

. با توجه به محدوده وسیع اثرات دارویی این فاکتور، (1392

برای تولید این  های بیشتر برای ایجاد بستر مناسبتلاش

رسد. بنابراین در این پروتئین در کشور ضروری به نظر می

سازی و بیان این پروتئین با استفاده از سیستم پژوهش همسانه

 باکتریایی مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

  هاروش و مواد

  Cژن سوماتومدین  cDNAسنتز 

 ی کل از سلولهای انسانیRNA، ابتدا cDNAبرای سنتز 

ای، اهدایی شیشههای هلا کشت شده در شرایط درون)سلول

بر  با استفاده از روش تریزولپاستور فرانسه( و دانشگاه لوئی

 ThermoFicherاساس دستورالعمل شرکت تولید کننده )

Scientific ) شد. سپس استخراجμg 5 از RNAاستخراج  ی

و  Tپیکومول الیگونوکلوتید پلی  10در واکنشی حاوی  شده،

mM 10  از مخلوطdNTP  میکرولیتر  14در حجم نهایی

دقیقه، نمونه  5قرار داده شد. پس از  C 65°اضافه و در دمای 

 5بافر  μl 4بلافاصله روی یخ منتقل شد و پس از یک دقیقه، 

 μl 1برابر غلظت مخصوص واکنش رونویسی معکوس، 

DTT  ،یک دهم مولارlμ 1 2MgCl  2پنجاه میلی مولار و 

، اضافه، و  Super Script IIIزیم رونویسی معکوس واحد آن

انجام  C 50°ساعت در دمای  1سنتز رشته اول به مدت 

از  Cی مربوط به ژن سوماتومدین cDNAگرفت. برای تکثیر 

 AAA CAT ATG GGA CCGجفت آغازگر اختصاصی 

GAG ACT CTG جلو( و )آغازگر روبهAAT CTA GAG 

GAT GGG AAA AAT CAG CAG TCT TCC AA 
عقب( که بر اساس توالی های موجود در سایت )آغازگر روبه

NCBI  با کد دسترسیNM-000618  از ناحیه ابتدا و انتهای

شامل یک  PCRژن طراحی شده بودند، استفاده شد. برنامه 

چرخه، هر کدام  30، سپس C 95°ای در دمای دقیقه 4مرحله 

، C 72°در   s 90و  C 55°در   C 95 ،s 45°در   s 45شامل 

 بود. C 72°ای در دمای  دقیقه 10و در پایان، یک مرحله 

تهیه ناقل نوترکیب بیانی برای انتقال و بیان ژن 

 در باکتری Cسوماتومدین 

cDNA ی تکثیر شده از واکنشRT-PCR  برای ژن

سازی از روی ژل آگارز نقطه سوماتومدین، پس از خالص

و  NdeIهای برشی سایت(، با استفاده از LMPذوب پایین )
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BamHI جلو و که به ترتیب در ساختار آغازگرهای روبه

-همسانه pGBKT7عقب طراحی شده بودند، در ناقل روبه

یک ناقل بیان دوگانه برای مخمر و  pGBKT7سازی شد. 

 Cباکتری است، و با تهیه این ناقل نوترکیب، ژن سوماتومدین 

 ی بیان شود.های مخمر و باکترتواند در سیستممی

 Cمراحل تایید ناقل نوترکیب حامل ژن سوماتومدین 

سازی شده در همسانه Cبرای تایید وجود ژن سوماتومدین 

 داخل ناقل نوترکیب، دو آزمایش انجام شد. ابتدا از روش

PCR  .ر دو با استفاده از جفت آغازگر اختصاصی استفاده شد

ند مثبت بود PCRهایی که در ی دوم، تعدادی از نمونهمرحله

یید تا و)باند مورد نظر را نشان دادند( برای استخراج پلاسمید 

با هضم آنزیمی انتخاب شدند. بطور خلاصه، مقداری از 

DNAهای ها با آنزیمی پلاسمید استخراج شده از نمونه

سازی نیز استفاده که برای همسانه BamHIو  NdeIبرشی 

ن ی تایید شده با ایهاشده بودند، برش داده شدند. نمونه

 یابی شدند. روش، برای تایید نهایی توالی

و بررسی بیان  E. coliانتقال ناقل نوترکیب به باکتری 

 Cپروتئین سوماتومدین 

سویه  E. coliبه باکتری  PGBKT7-IGF-Iانتقال ناقل بیانی 

BL21  با روش شوک حرارتی انجام شد. برای تایید انتقال

استفاده شد. یکی از   PCRل، از تکنیکهای حاصناقل به کلنی

 Luria-Bertani (LB) Brothهای تایید شده در محیط کلنی

گراد درجه سانتی 37مایع کشت و به مدت یک شب در دمای 

-میلی 250نگهداری شد. در نهایت، برای تهیه کشت اصلی، 

کشت شبانه تلقیح لیتر از محلول پیشمیلی 3با  LBلیتر محیط 

 50های ، نمونه~7/0ODرسیدن تراکم کشت به شد. پس از 

مولار لیتری تهیه و پس از القای هر نمونه با یک میلیمیلی

IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside در )

، 12گراد و زمانهای درجه سانتی 30و  25دماهای مختلف  

حجم آن ها رسوب داده شده، و همساعت، باکتری 22و  16

 mM 25 Tris ،mM 300 NaCl ،mM 10کننده )بافر لیز

Imidazol ،7=pHهای لیز شده روی ژل ( اضافه شد. نمونه

 الکتروفورز شدند.   ٪20اکریل آمید 

 هاآمیزی پروتئینرنگ

-ها روی ژل با استفاده از محلول رنگآمیزی پروتئینرنگ

متانول و  %50بلو، کوماسی Coomassie Blue  (1/0%آمیزی 

زدایی از ژل با یک اسید( انجام شد. سپس رنگاست 10%

 استیک اسید انجام گرفت. %10متانول و  %20محلولی شامل 

 

  نتایج

 

 Cدر این پژوهش، برای بررسی بیان پروتئین سوماتومدین 

های ی این ژن از سلولcDNAانسانی در سیستم باکتریایی، 

ازی سهمسانه pGBKT7باکتریایی جداسازی و در ناقل بیانی 

(. به این منظور از یک جفت آغازگر اختصاصی 1شد )شکل 

با  NCBIکه از روی توالی ثبت شده برای این ژن در سایت 

طراحی شد، استفاده شد. پس از  NM-000618کد دسترسی 

(، 1و هضم آنزیمی )شکل  PCRتایید ناقل نوترکیب به روش 

ای هیابی شده، و یکی از ناقلها توالیتعدادی از نمونه

سازی شده در آن کاملا ی همسانهcDNAنوترکیب که توالی 

منطبق بر توالی ثبت شده بود، برای مراحل بعدی آزمایش 

 انتخاب شد )نتایج نشان داده نشده است(.
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های کشت شده از سلول RNA( استخراج الفسازی آن. )نهو نقشه ناقل نوترکیب حاصل از همسا cی ژن سوماتومدین cDNAمراحل سنتز  -1شکل

جفت  336( با استفاده از یک جفت آغازگر انتخابی. باند IGF-I) Cی ژن سوماتومدین cDNAانسانی و تکثیر اختصاصی  cDNA( سنتز بانسانی. )

جه ( تصویر الکتروفورز نتیجسازی شد. )همسانه pGBKT7سازی از ژل داخل ناقل جداسازی، و پس از خالص IGF-Iی ژن cDNAبازی مربوط به 

های با استفاده از آنزیم pGBKT7و ناقل  IGF-I)محصول لیگاسیون  pGBKT7-IGF-Iهای حاوی ناقل نوترکیب روی تعدادی از کلنی  PCRواکنش

( ددهد. )های تشکیل شده را نشان میدر کلنی IGF-Iآمیز ژن سازی موفقیتجفت بازی، همسانه 336(. تشکیل باند اختصاصی BamHIو  NdeIبرشی 

-pGBKT7-IGFناقل نوترکیب جهت تایید نهایی  BamHIو  NdeIهای برشی با آنزیم pGBKT7-IGF-Iلکتروفورز محصول واکنش هضم آنزیمی ا

I جفت بازی مربوط به ژن  336. تشکیل باندIGF-I  جفت بازی مربوط به ناقل  7280و باندpGBKT7سازی موفق ژن ، همسانهIGF-I  داخل ناقل

pGBKT7  ( تصویر شماتیک ناقل نوترکیب حاصل که هدهد. )میرا نشانpGBKT7-IGF-I ( .نامگذاری شدM.نشانگر مولکولی :) 

Figure 1. Synthesis of the cDNA of the somatomedin c gene and the recombinant vector map derived from its 

cloning. (A) Extraction of RNA from cultured human cells. (B) The synthesis of human cDNA and the specific 

amplification of the cDNA of the somatomedin c (IGF-I) gene using a pair of specific primers. A 336 bp band 

related to the cDNA of the IGF-I gene was isolated and cloned in the pGBKT7 vector after purification from the gel. 

(C) Electrophoresis of the result of the PCR reaction on a number of colonies containing the pGBKT7-IGF-I 

(ligation product of IGF-I cDNA and pGBKT7 vector using NdeI and BamHI restriction enzymes) recombinant 

vector. The formation of a specific bond of 336 bp size represents the successful cloning of the IGF-I gene in the 

colonies formed. (D) Electrophoresis of the product of the pGBKT7-IGF-I digestion reaction with NdeI and BamHI 

enzymes for final confirmation of the pGBKT7-IGF-I vector. The formation of the 336 bp size specific bands 

related to the IGF-I gene and 7280 bp related to the pGBKT7 vector, represent the successful cloning of the IGF-I 

gene in the pGBKT7 vector. (E) The schematic image of the recombinant vector that was named pGBKT7-IGF-I. 

(M): Molecular marker. 

 

های مستعد پس از انتقال ناقل نوترکیب تایید شده به سلول

به روش شوک حرارتی، تولید  BL21سویه  E. coliباکتری 

کیلودالتون مورد بررسی  6/7با اندازه  Cپروتئین سوماتومدین 

ها نشان داد که پس از قرار گرفت. نتایج الکتروفورز پروتئین

 30و یا  25ساعت در دمای  22تا  12ها به مدت لقای باکتریا

مولار، باعث تولید مقادیر قابل  IPTG 1گراد با درجه سانتی

-های باکتری میتشخیصی از پروتئین خارجی توسط سلول

(. این پروتئین به عنوان یک هورمون آنابولیکی، 2شود )شکل 

تقسیم و نقش مهمی در تحریک فرآیندهای مختلف از قبیل 

ها ها و بازسازی و ترمیم بافتتمایز بسیاری از انواع سلول
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. بنابراین، افرادی که (Kostecka and Blahovec 2002)دارد 

برند، با مشکلات زیادی دست از کمبود این پروتئین رنج می

برای درمان کمبود . (Kim and Lee 1996)کنند و پنجه نرم می

گرم برای هر نفر میلی 5/1-2این پروتئین، روزانه به حدود 

لازم است. علاوه بر آن، این پروتئین در درمان برخی دیگر از 

و دیابت  (Laron et al. 1992)ها از قبیل کوتولگی بیماری

(Migdalis et al. 1993) های گذشته، کاربرد دارد. در سال

نقش این پروتئین در سنتز کلاژن تاندون از طریق تزریق 

. (Hansen et al. 2013)موضعی به اثبات رسیده است 

بنابراین، تولید این پروتئین از ارزش اقتصادی بسیار بالایی 

 برخوردار است.

رای و مطالعات زیاد ب Cبا وجود اهمیت پروتئین سوماتومدین 

 E. coliهای مختلف بیان از قبیل افزایش تولید آن در سیستم

(Joly et al. 1998) مخمر ،(Gill et al. 1999)  و گیاه

(Daniell et al. 2009)  ،در مراکز پزوهشی مختلف در دنیا

 یرانال مطالعات محدودی برای تولید آن در حامتاسفانه تا به

(. با توجه به موفقیت Jafari et al. 2013گزارش شده است )

حاصل در این پژوهش در بیان این پروتئین از سیستم 

ای ژی برسازی و توسعه این تکنولوتوان به بهینهباکتریایی، می

ن با استفاده از ستو تولید نیاز داخلی کشور امیدوار شد.

-توان پروتئین حاصل را خالصماتوگرافی سفاروز میکرو

 . (Daniell et al. 2009)سازی نمود 

 

 

دین صویر الکتروفورز پروتئین و مشاهده باند مربوط به بیان پروتئین سوماتوم( تالف. )E. coliالکتروفورز پروتئین کل استخراج شده از باکتری  -2شکل 

C های القا شده با مونه)فلش( در نIPTG  ( تصویر الکتروفورز ژل بگراد. )درجه سانتی 30یا  25ساعت در دمای  12به مدتSDS-PAGE  جهت

: Cگراد. درجه سانتی 25ساعت در دمای  22و  16، 12به مدت  IPTGپس از القای باکتریهای تراریخت با  BL21تایید بیان پروتئین انسانی در باکتری 

 باشند(. ها بر اساس کیلو دالتون میشانگر مولکولی پروتئین )اندازه: نMشاهد، 

Figure 2. Electrophoresis of total protein extracted from E. coli. (a) Electrophoresis of protein and observation of 

the bond related to the expression of the somatomedin c protein in IPTG-induced samples for 12 hours at 25 or 30 

ºC. (B) SDS-PAGE gel electrophoresis image for confirmation of human protein expression in BL21 bacteria after 

induction of transgenic bacteria with IPTG for 12, 16 and 22 hours at 25 ° C. C: Control, M: Molecular marker of 

protein (sizes based on kDa). 
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تواند به نوبه خود در تهیه مقادیر با اینکه این سیستم بیان می

از این پروتئین استفاده شود، با این حال، با توجه به  مورد نیاز

مزیتهای بیشتر گیاهان از قبیل هزینه پایین تولید، امکان 

ای، و انبارداری پروتئین بصورت طبیعی داخل اندامهای ذخیره

سازی پروتئین در صورت استفاده ویژه عدم نیاز به خالصبه

 .Gruber et al. 2001, Kusnadi et al)از گیاهان خوراکی 

1997, Yao et al. 2015)سازی شود در کنار بهینه، توصیه می

سیستم باکتریایی حاضر، بیان این پروتئین با استفاده از 

های مناسب گیاهی نیز در دستور کار قرار گیرد. در سیستم

وجه، تولید سالهای گذشته، با توجه به مزیتهای قابل ت

های نوترکیب از طریق انتقال ژن به اندامک پروتئین

 Aronsson)کلروپلاست گیاهان مورد توجه قرار گرفته است 

et al. 2016, Berecz et al. 2016, Scotti and Cardi 2012) . 

، (Maliga 2004)اندامک کلروپلاست در کنار مزیتهای دیگر 

ها و های پروکاریوتی از قبیل سازماندهی ژنویژگیهای سیستم

سیسترونیک و نوترکیبی هومولوژی ها، سیستم بیان پلیکدون

اند را از اجداد پروکاریوتی احتمالی خود به ارث برده

(Maliga 2004) . بنابراین، با توجه به موفقیت این پژوهش در

در یک سیستم  Cبیان پروتئین نوترکیب سوماتومدین 

توان به موفقیت تولید آن در اندامک پروکاریوتی، می

 تر امیدوار بود. کلروپلاست به عنوان یک بیورآکتور مناسب

  سپاسگزاری

از دانشگاه شهید مدنی آذربایجان بخاطر حمایت مالی و 

 شود.وی این پژوهش تشکر و قدردانی میمعن
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Abstract 

Because of several advantages such as low cost, simple culture, and high growth rate, 

bacterial systems, in particular Escherichia coli, are the main expression system for 

production of recombinant pharmaceutical proteins. In this research, we used this system to 

produce a valuable human growth factor, somatomedin C. cDNA of this gene was prepared 

and cloned into an expression vector using NdeI and BamHI restriction sites. The cloning 

process resulted in the generation of a recombinant vector in which the somatomedin 

cDNA was placed under control of the T7 inducible promoter. This recombinant vector was 

introduced into the E. coli and the protein expression was evaluated following induction 

with 1 M IPTG solution. The results showed that transgenic bacteria produce noticeable 

amount of human protein after 22 hrs induction at 25 degree centigrade.  

Keywords: Recombinant pharmaceuticals, Somatomedin C, Insulin-like growth factor, 

Bacterial system 
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