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از  GP96ایزو فرم غالب مولكول برخی خصوصيات جداسازي و تعيين 

 (WEHI-164)سارکوماي موش  فيبرورده سلولی 
 5، علی طراوتی4، سعيد حصارکی3، علی مصطفایی2زهير محمدحسن  ،*1عقيل تبارملاحسن

 

 چكيده
GP96 ی در ایمنتی  فراواشت است  هتن ش ت     های شوک حرارتی  روتئینجزئی از پ

آن در رده توموری، ششاشن تسلط بیشتر ایمنی بدن بتن آن   .تومور داردسلولی علین 

 تومتوری   رده  از  GP96مولکول  غالب مایزوفرخالص سازی جه  .تومور اس 

لیتز    WEHI-164 رده ستلولی هش   های حاصل از سلول ،ی موشفیبروسارهوما

 .شتد  رسوب داده سولفات آموشیومحاصل از عصاره سلولی با مایع رویی شده و 

عمتل   تعویض یونهروماتوگرافی و  جذبیهروماتوگرافی میل استفاده از سپس با 

-SDS)مولکتولی پتروتئین هتدا بتا الکتروفتورز      وزن . اشجام شد خالص سازی

PAGE)   شتایج حاصل از ایتن  . گردیدبررسی  وسترن بلات ماهی  آن با روشو

 88-86 معتادل ی ششان داد هن مولکول تخلیص شتده دارای وزن مولکتول   مطالعن

مختلت  ایتن    هتای  ایزوفترم  یکی دیگر از ورضح دال برهن د باش می هیلو دالتون

 .تایید گردیدرن بلات وست  باماهی  آن هن  اس  پروتئین 

 تخلیص تعویض یوشی، ،ترهیبیهروماتوگرافی میل  :واژگان کليدي
 

 55/7/68: تاریخ پذیرش    5/2/68: تاریخ دریاف 
 
 قدمهم

هن بن  Glycoprotein 96 یا هیلودالتوشی 88ین گلیکوپروتئ

های  خاشواده پروتئینمولکولی از، شود شامیده می GP96اختصار 

 از شظر وزن مولکولی بسیار هتروژناس  هن  شوک حرارتی

، درغشاء و شبکن اشدوپلاسمی بوده و علاوه بر سیتوپلاسم

ی سرطاشی ها سلولاین پروتئین در  .هم وجود دارد ها سلول

تواشد علاوه بر پپتیدهای  این مولکول می. (3)یابد یشتر بروز میب

های  ژن اشدوژن خودی بن پپتیدهای اشدوژن بیگاشن ماشند آشتی

 یکهلاس  MHC اتصال آشها بن سبب و توموری شیز وصل

ری وو تومطبیعی بن پپتیدهای GP96  از آشجایی هن .(5،5) گردد

 ز تن این پپتیدها را شیتوا میدر حین تخلیص آن  شود، میل تمتص
 

 شجوی دهتری ایموشولوژی داششگاه تربی  مدرسشدا ،واحد بابل ،داششگاه آزاد  اسلامی ،عضو هیئ  علمی -5*

Doctoragheel@yahoo.com 

 داششگاه تربی  مدرس، داششکده پزشکی، گروه ایموشولوژی -2

 لوم پزشکی هرماششاه، داششکده پزشکی ، مرهز تح ی ات بیولوژی سلوی و مولکولیداششگاه ع -3

 شناسی، داششگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تح ی ات، تهران، ایران گروه آسیب -5

 ، جویبار، ایرانواحد جویبار آزاد اسلامی،داششگاه  ،عضو هیئ  علمی -5

ین از طریق بن علاوه از آشجا هن این پروتئ .بن دس  آورد

تواشد  شود می عرضن می( Cross presentation)پردازش مت اطع 

 Tهای  لنفوسی پاسخ ایمنی یک، هلاس  MHCبن با اتصال 

را  باشد ال در برابر تومور می یک پاسخ ایدهسیتوتوهسیک هن 

و  Srivastava طتتوساین پروتئین اولین بار  .(8،7،6) هند ال ا

های مختلفی از این  وفرمون ایزتاهن .دتهمکاراش  تخلیص ش

ها  فرماین ایزوعمده های  از تفاوت. شناختن شده اس پروتئین 

 .باشد سیون آشها میزیلاالگوی گلیکو وزن مولکولی و تفاوت در

هبد  و رین مختلفی ماشند های از باف را تا بحال این پروتئین 

شموده اشد تخلیص  های مدل موشی اشسان و سایر باف 

در این مطالعن هدا بر آن اس  هن ایزوفرم  .(8،50،55،52)

از رده توموری فیبروسارهومای موش جدا و  GP96غالب 

  .برخی خصوصیات آن تعیین گردد
 

 کار  مواد و روش
 عصاره سلولیکشت سلول و تهيه 

و مشکلات خالص سازی  GP96با توجن بن میزان مورد شیاز 

 .داده شودهش  لولی ا حجم زیادی از این رده ستلازم بود آن، 

رده یک هن  (WEHI-164)ابتدا رده سلولی فیبروسارهوما 

 هش درمحیط  د،باش میموش  سلولی توموری فیبروبلاستی

RPMI 1640، د ده درص سرم جنین گوسالن حاوی(GIBCo)  و 

بالا  های در حجم های پنی سیلین و استرپتومایسین  آشتی بیوتیک

 ل ازتهای حاص و سلول شدهش  داده ن مرحلن تی چندیتو ط
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های محیط هش  شستن شده  هر مرحلن بن منظور حذا پروتئین

از روش ها  سلول لیز برای .و بن شحو مناسبی ذخیره گردیدشد

حاصل از لیز سلولی  عصاره. استفاده شد سوشیکن هردن

بن منظور  .جمع آوری گردیدآن ساشتریفوژ شد و مایع رویی 

های محلول توسط  لی پروتئینتخریب احتما جلوگیری از

  یا فنیل متیل سولفوشیل فلوراید آشتی پروتئازبن آن ا، هپروتئاز

PMSF  یکغلظ  شهایی  درخریداری شده از شره  سیگما 

 . اضافن گردید میلی مولار

 دهی با سولفات آمونيوم رسوب

با استفاده از سولفات  ی عصاره سلولها پروتئین دهی رسوب

عصاره بن در مرحلن اول  .حلن اشجام شدطی دو مر آموشیوم

بن آرامی و  ٪50  شهایی تا غلظتت وشیومتآمات تسولفسلولی 

 5یک ساع  در دمای  مخلوط. دن اضافن شدز  هم الحدر 

دقی ن در  30سپس بن مدت . رف تراد قرار گتگ  ن ساشتیتدرج

g×55000  رسوب . گراد ساشتریفوژ شد درجن ساشتی 5در دمای

سولفات  افزودن ومحلول رویی با هگذاشتن شد حاصلن هنار

 ماشند شرایطدر شرایطی  ٪70 و رساشدن آن بن میزان آموشیوم

محلول رویی هنار  ،در مرحلن بعد .فوق رسوب داده شد

میلی  20 ر تریسدر باف رسوب بن دس  آمدهگذاشتن شد و 

هلرید  میلی مولار 500 ، حاوی5/7برابر با    pHمولار با

هلرید میلی مولار  2و هلسیم هلرید مولار یلی م 2 سدیم،

و سپس یک شب در م ابل بافر مربوطن  گردیدم  حل منیزی

 .آمده برای مرحلن بعد شگهداری شد محلول بدس  .شد دیالیز

 جذبیميل  کروماتوگرافی

آ یا د هاشکاشاوالین دارای لیگاش جذبیبرای تهین ستون میل 

Concanavalin A م دار ابتدا ، ه  سیگماخریداری شده از شر

سن بار با اسید فعال شده  4Bرزین سفارز مورد شیاز از 

 هاملا هلریدریک  یک میلی مولار شستن شد تا ذرات رزین

هاشکاشاوالین  میلی گرم 5 سازی رزین، پس از آماده. متورم شوشد

 5/0هربنات در بافر بن ازای هر میلی لیتر ژل متورم خالص  آ

اضافن شد و  مولار 5/0اوی هلرید سدیم ح =5/6pHمولار با 

 .رامی در دمای اتاق تکان داده شدساع  بن آ 2بن مدت مخلوط 

 2/0سپس مناطق فعال باقیماشده روی رزین با بافر گلیسین 

رزین بدس  . مولار هلرید سدیم مسدود شد 5/0مولار حاوی 

مولار  5/0بار بن صورت متناوب با دو بافر استات  5آمده 

 5/0و بافر هربنات  =5pHمولار هلرید سدیم با  5/0حاوی 

پس . شستن شد =5/6pHمولار هلرید سدیم با  5/0مولار حاوی 

رزین  ی ستون شیشن ای متناسب،سازی و شستشو از آماده

و با حجم هافی از بافر فسفات شمکی  حاصلن وارد آن گردید

بن  شموشن  ورود  پس از. شستن شد تا بن تعادل بافری رسید

برای  وی ستون با م دار هافی از بافر،تستون و شستش

آلفتا متیل د تقناز آن، های متصل بن  نتپروتئیازی تجداس

ده درصد   (α-methyl mannopyranoside)یدماشوپیراشوز

 .شدستفاده ا در بافر خریداری شده از شره  سیگما 

 کروماتوگرافی تعویض یونی

این بن  .ی اشجام شددر مرحلن بعد هروماتوگرافی تعویض یوش

یا  اتیل آمینواتیل سفارز م دار هافی از رزین دیت هن رصو

(DEAE) در بافر سیترات  خریداری شده از شره  سیگما

ای بن  و در یک ستون شیشن شستن شد pH =5/5 مولار با 05/0

بعد از بن تعادل رسیدن . متر ریختن شد ساشتی 53ارتفاع  و 2قطر 

در بافر دیالیز حاصل از شموشن پروتئینی ستون با بافر سیترات، 

پس از ورود شموشن بن ستون، بافر . وارد آن گردیدسیترات 

ها  شموشن. لیتر در ساع  برقرار گردید میلی 50سیترات با جریان 

آشها در  شوری جذبآوری و  لیتری جمع میلی 2های  در حجم

پس از رسیدن جذب . قرائ  گردید شاشومتر 260طول موج 

های  برای جداسازی پروتئین، 05/0ی ستون بن همتر از خروج

مولار هلرید  میلی 30-550چسبیده بن ستون، از شیب خطی 

 .استفاده شددر بافر سدیم 

 گيري غلظت پروتئين اندازه

 .محاسبن شددراین مطالعن غلظ  پروتئین با دو روش زیر 

 (53) روش برادفورد ت5 

معرا برادفورد  وتئین ازبرای اشدازهیری غلظ  پردر این روش 

 ٪85میلی لیتر اتاشول  G-250 ،50گرم هوماسی آبی  5/0شامل )

در صد در حجم شهایی یک  65لیتر اسید فسفوریک  میلی 500و 



(WEHI-164) از رده سلولی فیبرو سارکومای موش  GP96 جداسازی و تعیین برخی خصوصیات ایزو فرم غالب مولکول    

 177 

 5تا  5/0در محدوده آلبومین گاوی بن عنوان استاشدارد و ، (لیتر

 .شد  میلی گرم در میلی لیتر استفاده

 UV  (55)روش  -2

 260و  280طتول متوج   دو هتای در   جذب شموشتن  برای این هار

زیر غلظ  پتروتئین    گیری شد و با استفاده از رابطن اشدازه شاشومتر

 –( شتاشومتر  280جذب شوری در × 75/0). در آشها محاسبن گردید

 غلظتت  (mg/ml)( = شتتاشومتر 260جتتذب شتتوری در  ×  55/5)

 .پروتئین

دیم دودستیل  در حضتور ست  الکتروفورز در ژل پلی آهریل آمید 

   (SDS-PAGE):سولفات 

پلی اهریل آمید  در ژل( 55) بر اساس روش لاملیالکتروفورز 

و ژل  ٪52درژل جداهننده  دسیل سولفاتدر حضور سدیم دو

چهار . درصد تح  شرایط احیایی اشجام شد 5متراهم هننده 

پنج  سپسافزوده شد  x5 حجم شموشن بن یک حجم بافر شموشن

میکرولیتر از هر شموشن بن  50. قرار گرف  دقی ن در آب جوش

. ول  الکتروفورز گردید 550ها اضافن و در ولتاژ ثاب   چاهک

یک . بن دوقسم  ت سیم شد پس از اتمام الکتروفورز، ژل

رشگ آمیزی هن حساسی  بالایی دارد،  ش رهبن روش قسم  

با توجن بن  منحنی پروتئین مذهور   وزن مولکولی گردید و

معلوم، تخمین با وزن مولکولی های  پروتئینرد حاصل از استاشدا

قسم  دیگر برای اشجام  عمل وسترن بلات مورد  .زده شد

 . استفاده قرار گرف 

 وسترن بلات

بن روش الکتروفورز باشدهای پروتئینی تفکیک شده با روش 

  (PVDF)یا  پلی وینیلیدین دی فلوراید بن غشای ( 58)تاوبین 

غشا بن مدت . اشت ال داده شد شره  سیگماخریداری شده از 

درصد مسدود  5/0دقی ن در بافر فسفات شمکی حاوی توین  55

درصد  05/0بار در بافر فسفات شمکی حاوی توین  3و سپس 

آشتی بادی )ساع  در آشتی بادی اولین  دو ءغشا. شستن شد

 و ( Abcamخریداری شده از شره   GP96 خرگوشی ضد

خرگوشی  IgGآشتی بادی ضد )ادی ثاشوین ساع  در آشتی ب یک

قرار ( Abcamخریداری شده از شره   هوشژوگن با پراهسیداز

گرف  و پس از شستشوی هافی در هر مرحلن، برای ظهور 

ن ژپراهسید هیدرو)پروتئین هدا در محلول سوبسترای آشزیم 

غشا پس از ظهور پروتئین  .قرار گرف ( و دی آمینو بنزیدین

طر شستن شد و بن صورت خشک شده در هدا در آب م 

 .محل تاریک شگهداری شد
 

 نتایج
ها بوسیلن  تئینسلولی و رسوب دهی پرو عصارهبعد از تهین 

شموشن ای از محصول حاصل از مرحلن دوم  ، سولفات آموشیوم

و ژل مربوطن بن دو قسم   رسوب دهی الکتروفورز گردید

رشگ وش ش ره بخ  ژل بن رو از دیکی . گردیدت سیم مشابن 

بن روش وسترن بلات با آشتی بادی  دیگربخ  و گردید آمیزی 

شتایج  .ف گرمورد آزمای  قرار GP96 اختصاصی ضد 

فورز ششان داد هن محصوی مرحلن دوم رسوب دهی والکتر

و هم م دار اس  هن  شوع پروتئین پرم دار حاوی چندین

قرار  (GP96)تعدادی از آشها در محدوده وزشی پروتیئن هدا 

در میان این پروتئین ها یک  .(5 شگارهدر  5ستون )دارشد 

هیولودالتون با آشتی بادی ضد  86-88پروتئین در محدوده وزشی 

GP96  زپس ا. ششان دادمحسوسی   واهندر وسترن بلات 

، دو فراهسیون شامل زسفار –هاشکاوالین آ شموشن از ستون عبور  

ستون هن برای بن  دهچسبیستون و بخ  عبور شموده از بخ  

جداسازی آن از قند آلفا متیل ماشوپیراشوزید در بافر استفاده 

این شتایج . (5 شگارهدر  3و  2های  ستون) حاصل  گردیدگردید، 

ششان داد هن هروماتوگرافی میل جذبی باعث خروج بخ  

عمده ای از شاخالصی های پروتئینی موجود در عصاره سلولی 

از وسترن بلات بر روی بخ  های از یج حاصل اشت. شده اس 

بخ  عمده واهن  پذیر با آشتی بادی این مرحلن ششان داد هن 

ستون )در فراهسیون چسبیده بن ستون دیده می شود  GP96ضد 

هن برای جداسازی آن افزای  قند آلفا متیل ( 2 شگارهدر  5

با این حال آزمون وسترن بلات . ماشوپیراشوزید در بافر لازم اس 

ان داد هن بخ  خارج شده از ستون میل جذبی حاوی باشد شش

 توسط ستون پروتئینی واهن  پذیر با آشتی بادی اس  هن ظاهراً
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 شاملدر مرحلن اشتهایی تخلیص هن . شده اس جذب ش

اتیل سفارز  در ستون دی اتیل آمینو هروماتوگرافی تعویض یون

مد با خلوص قابل توجن بدس  آ GP96 بود، فراهسیوشی از 

تخمین وزن مولکولی پروتئین حاصلن با (. 5 شگارهدر  5ستون )

توجن منحنی استاشدارد مارهرهای پروتئینی، ششان داد هن مولکول 

  .هیلودالتون دارد 88-86مورد بحث وزشی در محدوده 
 

  
در ژل جدا  GP96های پروتئینی حاوی   بخ الکتروفورز  ت 5 شگاره

 ش ش رهآمیزی بن رو رشگ .% 52هننده 

 لایزت سلولی:  5ستون

محصول خروجی از ستون هروماتوگرافی میل جذبی قبل از قند :  2ستون

 آلفا متیل ماشوپیراشوزید

محصول خروجی از ستون هروماتوگرافی میل جذبی بعد از قند : 3ستون

 آلفا متیل ماشوپیراشوزید

 محصول خروجی از ستون هروماتوگرافی تعویض یوشی:  5ستون 

 .باشد مربوط بن مارهر های با اوزان مولکولی متفاوت می :Mستون 

 
 (5ستون )واهن  شموشتن حاصل از هروماتوگرافی میتل ترهیبی ت 2 شگاره

بن روش  GP96بادی ضد  با آشتی( 2 ستون)هروماتوگرافی تعویض یوشی 

ند هن با هوماسی باش میمارهرهای وزشی مختل  : Mوسترن بلات، ستون 

 .داش آبی رشگ شده

 بحث

Fairburn  خاشوادههن ششان داد  2008در سال GP96 بیشترین  از

 GP96. باشد شبکن اشدوپلاسمیک میهای موجود در پروتئین

اشد،  تاهنون تواشستنمح  ین اس  و های متعددی  دارای ایزوفرم

از هیلو دالتون  88الی  75ن مولکولی اوزابا مختلفی های  فرمایزو

متفاوت شناسایی ویا ها  باف و  ها سلولرا از این مولکول 

 ،وزن مولکولیمعمولاً از شظر ها  این ایزوفرم. تخلیص شمایند

 با یکدیگر PI  یایا ش طن ایزوالکتریک الگوی گلیکوزیلاسیون و 

و همکاراش  در سال  Surianoمطالعات . (57) تفاوت دارشد

ی بن تواشند از یک رده سلول ها می این ایزوفرمششان داد هن  2005

هن در سلول طبیعی و سلول  رده دیگرمتفاوت باشند بطوری

 شتایج مطالعن. (56) هم تفاوت داشتن باشند تواشند با سرطاشی می

در رده سلولی  GP96ششان داد هن ایزوفورم غالب  حاضر

 88-86فیبروسارهومای موش پروتئینی در محدوده وزشی 

قندی بالا بدلیل محتوای بخ  عمده آن هیلودالتون اس  هن 

قادر اس   بن ستون میل جذبی هاشکاوالین آ متصل گردد و در 

این . رقاب  با قند آلفا متیل ماشوپیراشوزید از ستون جدا گردد

ایزوفورم هن ماهی  آن با آشتی بادی اختصاصی بن روش وسترن 

بلات تایید گردید، طی مراحل ترسیب با سولفات آموشیوم، 

روماتوگرافی تعویض آشیون با هروماتوگرافی میل جذبی و ه

بن شظر می رسد عدم تطابق . درجن خلوص بالایی بدس  آمد

وزن مولکولی پروتئین بدس  آمده در این مطالعن با شتایج 

 ها سلولاشواع  درGP96 دیگران شاشی از هتروژن بودن مولکول 

شی شا احتمالاً GP96  هتروژن بودنهن شد می ابتدا تصور .اس 

ها ماشند  و یا آلودگی آن با سایرمولکول  مولکولاین تخریب از

ا هولی بعد ،الرتیکولین وغیره باشده های اهتین، فیلامن 

از شاهمگوشی شاشی از دلایل دیگری هن این مشخص گردید 

  مولکول .(57)د باش می مولکولجملن میزان گلیکوزیلاسیون 

GP96  های قندی اس  شاخنبن اتصال دارای پنج جایگاه برای 

و سبب تولید الگوهای متفاوت گلیکوزیلاسیون د تواش میهن 
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و  Calaت امطالع. های متفاوت آن شود تولید گلیکوفورم

بن احتمال قویتر الگوهای متفاوت  همکاراش  ششان داده هن

های متفاوت  تواشند بر جنبن گلیکوزیلاسیون در این مولکول می

و  Kangهای  نیافتبعلاوه،  .(56) باشد این مولکول اثرگذار

الگوهای متفاوت گلیکوزیلاسیون بن همکاراش  ششان داد هن 

عواملی ماشند شوع سلول و شوع استرسی هن بر سلول تحمیل 

دارای یک شاخن  ها و اهثری  این مولکول بستگی دارد ،شود می

ا لذ هند الیگوساهاریدی هستند هن تح  شرایط استرس تغییر می

متفاوت  ،زایی ش   دارشدتومور آشجایی هن عواملی هن در از

شیز مختل  خواهد الگوهای گلیکوزیلاسیون هستند، اثر آشها بر 

یکی از تواشد باید شالگوهای متفاوت گلیکوزیلاسیون  .بود

در رده سلولی  GP96ایزوفرم از مولکول  دلایل وجود این شوع

تواشد توجین هننده بخشی  مورد استفاده در این مطالعن و حتی می

سفارز  ـباشد هن در این مطالن بن ستون هاشکاوالین آ  GP96از 

متصل شگردید و قبل از افزودن قند آلفا متیل ماشوپیراشوزید از آن 

با شتایج تا حد زیادی  ها این یافتنبن هر حال، . خارج گردید

در  2و 5 شگارهبا توجن بن  .(58) مطاب   دارد Wearschتح یق 

فرم غالب این گلیکوپروتئین ایزو این تح یق مشخص شده هن

هیلودالتوشی  88-86، ایزوفرم WEHI-164در رده سلولی 

د هن با توجن بن روش استفاده شده و خلوص بالای باش می

توان در تح ی ات بعدی از این روش  مولکول تخلیص شده، می

و از این مولکول جه  ایموشوتراپی تومور فیبروسارهوما در 

 .شموداستفاده  Balb/cهای  موش
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