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Abstract 

Background & Objectives: The recombinant human IL-11 is the only approved medicine used for 

treating chemotherapy-induced side effects. Platelet count decreases (thrombocytopenia) in cancer 

patients who undergo chemotherapy. Interleukin-11 (IL-11) is a platelet increasing cytokine. This 

study aimed to use two shuttle vectors of pHT43 and pMR12 for cloning the IL-11 gene and     

expression of its protein in Bacillus. subtilis and the expression level in these two vectors was   

investigated. 

Materials & Methods: In this study, the IL-11 gene was designed and synthesized as a closed 

structure with two restriction sites for BamH1 and XbaI enzymes and a final length of 609 bp. 

Then the gene was cloned in two shuttle vectors of pHT43 and pMR12 and transferred to            

B. subtilis WB 600. The expression level of the recombinant IL-11 was evaluated with the      

Bradford incubation, the pMR12-int11-carrying bacteria expressed higher levels of the protein          

(75 µg/mL) than pHT43-int11-carrying bacteria. 

Results: The results of PCR indicated that the IL-11 gene existed in shuttle vectors pHT43 and 

pMR12. The expression of this protein was about 75 /g / mL using pMR12 vector, which is higher 

than the bacterium carrying pHT43-int11.  

Conclusion: The expression level of the recombinant IL-11 protein with pMR12 vector was higher 

than pHT43 vector. This amount has not been reported so far for IL-11. B. subtilis can express and 

produce IL-11 and can be used as a source for drug production. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 9911( زمستان 54سال سیزدهم شماره چهارم )پیاپی 

 971-933صفحات 

 باسیلوس سوبتیلیسدر  99استفاده از دو شاتل وکتور درکلون سازی و بیان ژن اینترلوکین  

 9، هوشنگ جمالی9، محمد کارگر9، فرشید کفیل زاده*2، مجید مقبلی9آتنا آذرنیوش

استادیار، گروه زیست شناسی، واحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلامی، دامغان،  2دکتری میکروبیولوژی، گروه زیست شناسی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.  1

استادیار،  5استاد، گروه زیست شناسی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.  4استاد، گروه زیست شناسی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.  3ایران. 

  گروه زیست شناسی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران

 چکیده

، یک سایتوکین 11آید اینترلوکین  گیرند پلاکت خونشان پایین می در بیماران سرطانی که تحت شیمی درمانی قرار میسابقه و هدف: 

نوترکیب انسانی، تنها دارویی است که برای درمان اثرات ناشی از شیمی درمانی تأیید شده  11افزاینده پلاکت خون است. اینترلوکین 

باسیلوس سوبتیلیس در 11جهت کلون کردن و بیان ژن اینترلوکین   pMR12و   pHT43  است. در این تحقیق از دو شاتل وکتور

  استفاده شد و میزان بیان در این دو وکتور بررسی گردید.

با اندازه نهایی   Xbalو  BamHIبه صورت ساختاری بسته با دو جایگاه برش 11در این مطالعه ژن اینترلوکین :  مواد و روش ها

bp609  طراحی و سنتز شد. سپس این ژن بر روی شاتل وکتورهایpHT43  وpMR12  باسیلوس سوبتیلیس کلون و به باکتری
WB600  بوسیله معرف بردفورد مورد بررسی قرار گرفت.  11انتقال یافت. میزان بیان پروتین نوترکیب اینترلوکین 

دهد. میزان بیان توسط  نشان می pMR12و  pHT43را بر روی شاتل وکتورهای  11وجود ژن اینترلوکین   PCRبا روشیافته ها: 

 pHT43-int11و باکتری حامل   µg/mL 75ساعت انکوباسیون بیشترین میزان یعنی حدود  9پس از   pMR12-int11باکتری حامل

 بوده است.   µg/mL 61/4ساعت، به میزان 4پس از 

باشد و  بیشتر می  pHT43نسبت به وکتور   pMR12با استفاده از وکتور  11میزان بیان پروتین نوترکیب اینترلوکین   نتیجه گیری:

 11قادر به بیان و تولید پروتین اینترلوکین  باسیلوس سوبتیلیسگزارش نشده است.  11تاکنون چنین میزان بیانی برای اینترلوکین 

  .توان از آن به عنوان یک میزبان مناسب برای تولید دارو استفاده نمود باشد و می می

 .باسیلوس سوبتیلیس ،pHT43 ،pMR12، شاتل وکتور، 11-اینترلوکین واژگان کلیدی:

   139939315پذیرش مقاله:                                  139939311ویرایش مقاله:                                 13993431دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: دامغان، جاده چشمه علی، دانشگاه آزاد اسلامی، دانشکده علللوم پلایله.

  moghbeli552@gmail.comپست الکترونیک:   19122211912تلفن:  

 مقدمه     

انسانی، یک سایتوکاین پلیوتروپیک مشتق شده از 11-اینترلوکین

های نگهدارنده موجود در ملغلز  های استرومال یا سلول سلول

(. 1اسلت   9استخوان بوده که متعلق به خانواده اینترلوکیلن 

به سلرعلت  IL-6دهد  زمانی که بافت آسیب یا عفونت رخ می

شود و از طریق واکنش سیلسلتلف دفلاعلی      تحریک و سنتز می

(. عللاوه       2کلنلد   بدن فاز حاد، در دفاع به میزبان کمک ملی

هلای                 بر سیستف خونسازی  هماتوپویتیک( در افزایلش پلاسل 

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خللاقلانله  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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هلای  (، القای پروتیلن3آنتی بادی، القای تمایز عصبی  -آنتی ژن

های ایمنی و  (، پاس 7و9(، متابولیسف استخوان  4و 5فاز حاد  

(     Cytoprotectiveهای ایمنی و محافظت کننده سلوللی   پاس 

 و همچنین ممانعت از آدیپوژنزیس یلا چلربلی سلاز ( 11و 1  

(AGIF)  11دارای نقش کلیدی است.12و )  

هلای  یک سایتوکان چند منظوره است که سلللول 11اینترلوکین

شود و  خونی را تحریک کرده و باعث افزایش تعداد پلاکت می

تنها دارویی است که جهت کاهش اثرات ناشی از شیمی درمانی 

 5شامل   Kb  7  انسانی با طول  IL-11(. ژن 13تأیید شده است  

 واقع شده 19اینترون برروی بازوی بلند کروموزوم  4اگزون و 

آمینو اسید کد شده و ایجاد پروتلیلن  199است. این ژن توسط 

KD23  با نقطه ایزوالکتریک بالا و فاقد سیستئین و نواحی قابلل

بله 11(. اتصلال ایلنلتلرللوکلیلن14باشد   گلیکوزیله شدن می

شلود  اش باعث فسفوریلاسیون تیروزین درون سلولی می گیرنده

را  11های زیستی مشاهده شده اینترلوکین  که به طریقی فعالیت

به علنلوان  11دهد. استدلال برای ارزیابی اینترلوکین  افزایش می

یک داروی درمانی بالقوه عمدتا به توانایی آن در القای سلنلتلز 

پلاکت است. نئومگا نام تجاری یک محصول بر پایه اینترلوکیلن 

مهندسی شده   ) E. coli( اشریشیا کلی  های است که در سلول 11

تولید و برای پیشگیری از ترومبوسایلتلوپلنلا تصلویلب شلده       

انجام گلرفلت، بلر  2119(. طبق تحقیقی که در سال15است  

در پلاسما به طور قلابلل تلوجلهلی  IL-11روی سطوح بالاتر 

دهلد.  حضور حوادث قلبی را افزایش و نتیجه بدی را نشان ملی

(. 19و17را باید مورد تلوجله قلرارداد   IL-11  بنابراین میزان

به عنوان یک پاس  به یک  11-فعالیت ضد ویروسی اینترلوکین 

عفونت اسهال ویروسی همه گیردر خوک مورد تحقلیلق قلرار 

  (.11گرفت که نقش موثری در درمان این بیماری داشته است  

به عنوان ضد التهاب تلوصلیلد شلده      IL-11از نظر تاریخی، 

های جلونلدگلان آرتلریلت  (. کاهش التهاب در مدل19است  

( التهاب ریه، هپاتیلت، 22(، بیماری لایف،  21    (RA)روماتوئید 

 (.17التهاب مخاطی و کولیت مشاهده شده است  

در بلیلملاران آرتلریلت   IL-11  ای بر روی تاثیر اخیرا، مطالعه

منجر به فعال شدن   IL-11انجام گرفت.  (RA) روماتوئید انسانی

ها شده و همچنین منجر به ترشح عوامل رگ زایلی  فیبروبلاست

به هملراه   (VEGF)شود. فاکتور رشد مانند اندوتلیال عروقی می

IL-11  منجر به رگ زایی در مفصل بیماران آرتریت روماتوئلیلد

(RA) همچنین مشخص شده اسلت کله23شود   می .)IL-11 

های ماکروفاژ فعلال  ترین ژن در کل ژن فیبروبلاست تنظیف شده 

ها  است روی هف رفته این داده  (RA)شده در آرتریت روماتوئید

IL-11 24دهند   را به عنوان یک هدف دارویی بالقوه نشان می.) 

هلای غلیلر  به دلیل ویژگلی)  (B. subetilis باسیلوس سوبتیلیس

بیماریزا بودن و توانایی ترشح مقادیر بالای پروتین به عنوان یک 

میزبان خوب برای کلون سازی ژن و بیان پروتیئن در نظر گرفته 

پلاسمیدی اتصال یافته به درون   DNAشود. اما کارایی انتقال می

هلای  مستعد در مقایسه با سللول باسیلوس سوبتیلیسهای  سلول

بلاشلد           مستعد شده با کلرید کلسیف پلایلیلن ملیاشریشیا کلی 

( بنابراین مراحل اولیه کلون سازی با استفاده از شلاتلل 25و29  

 شود. انجام میاشریشیا کلی  وکتور در

است ولی شاتل نیست  باسیلوسی، یک وکتور   pWB980وکتور 

و هلملکلاران در سلال )  Moghbeeli( که بر این اساس مقبلی 

، با استفاده از ژن مقاومت آمپی سیلین و مبدا هلملانلنلد 2113

 pW980ها بر روی وکلتلور  و انتقال آن  pBR322سازی وکتور 

شلدنلد کله دارای ژن   pMR12موفق به ساخت شاتل وکتور 

و ژن اشریشلیلا کلللی مقاومت به آمپی سیلین برای تکثیر در 

( کله 29است   باسیلوسمقاومت به کانامایسین برای تکثیر در 

 (.1در این تحقیق از آن استفاده شد  شکل 

 pMR12ب(  نقشه وکتور ، pHT43الد( نقشه وکتور : 1شکل 

  الد(  ب(
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بلاسلیلللوس  -  اشریشیا کلللی یک شاتل وکتور  pHT43وکتور 
باسلیلللوس  را به آمپیسیلین واشریشیا کلی  است، که سوبتیلیس

(. حسلن آن 27کنلد   را به کلرامفینیکول مقاوم می سوبتیلیس

اسلت در   IPTG  داشتن پروموتور قابل القا با  pMR12نسبت به

قابل القا نیست و بیان آن دائلملی  pMR12حالی که پروموتور 

نیز استفاده شد و میزان بیان آن   pHT43است.  در این تحقیق از

 باهف مقایسه شد.

 مواد و روش ها

از بلانلک ژن و  11سکانس ژن اینترلوکین طراحی ژن: الد( 

مقالات مختلد استخراج شد و بعد از انتخاب سکانس مناسلب، 

در ابتدا و   BamHIسکانس سیگنال پپتید حذف و سپس جایگاه 

در انتهای ژن قرار داده شد و جهت افزایش میلزان   XbaIجایگاه 

بلر   J-CATنرم افزار های مورد استفاده با استفاده از  بیان، کدون

بهینه سازی گردید. ژن بلا  باسیلوس سوبتیلیسهای  اساس کدون

 چین( سنتز و بلر   Genrayبوسیله شرکت  bp  919اندازه نهایی 

 تحویل گرفته شد. pGHروی وکتور 
: pHT43 ،pMR12کلون کردن ژن بر روی شاتل وکتورهای ب( 

بلا هضلف   pGHسنتز شده از روی وکلتلور  11ژن اینترلوکین 

و   BamHI (Thermo scientific, USA)های  آنزیمی بوسیله آنزیف

XbaI   خارج و بعد از خالص سازی با کیت خالص سازیDNA 

pHT43از ژل  پویا ژن آزما، ایران( بر روی شاتل وکتلورهلای 

(MoBiTec,Germany)  وpMR12  هلای در جایلگلاهBamHI    و

XbaI   اشریشلیلا کلون و با روش شوک حرارتی به سلول گیرنده
انتقال داده شد. وجود ژن بر روی پلاسلملیلد بلا   (DH5α)  کلی

بررسی شد. پلاسمیدهای نوترکیب حاملل   PCRهضف آنزیمی و 

 نامگذاری شدند. pHT43-int11 ،pMR12-int11ژن 

پللالسلملیلدهلای نلوتلرکلیلب          پ( بیان پروتین نوتلرکلیلب: 

pHT43-int11 ،pMR12-int11   با استفاده از کیت خالص سلازی

جدا شدند و با استفاده از بافر   (DH5α)  اشریشیا کلیپلاسمید از 

OTB1000 ml  باسیلللوس سلوبلتلیلللیلس  به طور جداگانه به 

(WB600)    5های نوترکیلب در  (. باکتری21انتقال داده شدند 

% پلپلتلون،      135% عصاره مخلملر، MFA    135میلی لیتر محیط 

% کلسیلف mgso4 ،)13114% منیزیف سولفات  1311% گلوکوز، 1

میکروگرم3میللی للیلتلر  5( با cacl2 ،)13111   %Feso4کلرید  

ساعت همراه  235-3تلقیح و به مدت   LB Brothو  کلرامفنیکل(

درجه قرار داده شد تا کدورت ملحلیلط  37با هف زدن در دمای 

رسید. سپس بیان پروتیلن  139-131به حدود  911در طول موج 

بلا اضلافله کلردن                 pHT43-int11 در پلاسمید نلوتلرکلیلب

  PouyaGene Azma, Iran  )IPTG  1تا غلظت نهاییmM   اللقلا

قابل القا نیست لذا بله   pMR12شد. لازم به ذکر است پلاسمید 

اضلافله   IPTGهای حامل این پلاسمید  های حاوی باکتری ارلن

 شود. نمی

 1به ترتیب بعد از  pHT43میلی لیتر از هر نمونه پلاسمید  135

هلای حلاملل  ساعت بعد از القا جدا شد و در مورد نمونله 9تا 

 3ساعت جدا گردید وبلعلد از  12تا  5از    pMR12پلاسمید 

محلول روماند دور ریختله  13111rpmدقیقه میکروفیوژ با دور 

ها در یلخلچلال  شد و به لوله جدید انتقال یافت و سپس نمونه

نگهداری شدند. غلظت پروتین در هر نمونه بلوسلیللله روش 

بردفورد بررسی شد. به عنوان کنترل منفی و بلانک در بلررسلی 

، pHT43حامل پلاسمیلد  باسیلوس سوبتیلیسمیزان پروتین از 

pMR12  .بدون ژن استفاده شد 

 یافته ها

: سکانس ژن اینترلوکین طراحی و سنتلز شلده بلر طراحی ژن

باسیلللوس سلوبلتلیلللیلس     های مورد استفاده در  اساس کدون
 (.2 شکل 

 
ggatccAACTGCGTTTGCCGTCTTGTTCTTGTTGTTCTTTCTCTTTGGCCTGA     50 

TACAGCTGTTGCTCCTGGCCCTCCTCCTGGCCCTCCTCGTGTTTCTCCTG     100 

ATCCTCGTGCTGAACTTGATTCTACAGTTCTTCTTACACGTTCTCTTCTT     150 

GCTGATACACGTCAACTTGCTGCTCAACTTCGTGATAAATTCCCTGCTGA     200 

TGGCGATCATAACCTTGATTCTCTTCCTACACTTGCTATGTCTGCTGGCG     250 

CTCTTGGCGCTCTTCAACTTCCTGGCGTTCTTACACGTCTTCGTGCTGAT     300 

CTTCTTTCTTACCTTCGTCATGTTCAATGGCTTCGTCGTGCTGGCGGCTC     350 

TTCTCTTAAAACACTTGAACCTGAACTTGGCACACTTCAAGCTCGTCTTG     400 

ATCGTCTTCTTCGTCGTCTTCAACTTCTTATGTCTCGTCTTGCTCTTCCT     450 

CAACCTCCTCCTGATCCTCCTGCTCCTCCTCTTGCTCCTCCTTCTTCTGC     500 

توالی ژن اینترلوکین طراحی و سنتز شده بر اساس کدونهای مورد استفلاده :  2شکل 

هلایلی  : ترادفهایی که در زیر آنها خط کشیده است جایلگلاهباسیلوس سوبتیلیسدر 

 می باشد. XbaIجایگاه  3و در انتهای  BamHIجایگاه  5آنزیمی است که در انتهای 
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: بعد از هضف کلون کردن ژن اینترلوکین در باسیلوس سوبتیلیس

، ژن بلر روی وکلتلورهلای PGHآنزیمی ژن از روی وکتور 

pHT43  وpMR12   به صورت جداگانه، کلون گلردیلد و بله

انتقال داده شلد. وجلود ژن بلر روی  باسیلوس سوبتیلیس

بوسیلله هضلف آنلزیلملی بلا   pMR12  و  pHT43وکتورهای 

 ثابت شد. PCRو  XbaIو  BamHIهای  آنزیف

 XbaIو   BamHIهای  با آنزیف pHT43هضف آنزیمی  3در شکل 

 تایید شده است.

( پلاسمید هضلف شلده 1: چاهک   pHT43هضف آنزیمی پلاسمید : 3شکل 

 1kb plus ladder( 2چاهک 

و   BamHIهلای  با آنزیلف  pMR12هضف آنزیمی 4و در شکل 

XbaI .تایید شده است 

( پلاسمید هضلف شلده 1چاهک    pMR12هضف آنزیمی پلاسمید :  4شکل 

 1kb plus ladder( 2چاهک 

 مشخص شده است. 5ژن خالص شده از ژل درشکل 

های ژن خالص شلده  ( نمونه2و  1ژن خالص شده از ژل. چاهک :  5شکل 

 1kb ladder( 3از ژل، چاهک 

 9در شلکلل   pMR12 و pHT43وجود ژن بر روی وکتورهای 

 ثابت شده است.

بر روی نمونه های احتمالی پلالسلملیلد   PCRالکتروفورز محصول :  9شکل 

احتمالی حامل ژن،   pMR12( پلاسمیدهای 5و  3تا  1های  حلمل ژن. چاهک

( پللالسلملیلدهلای 11و  1تا  9های  ، چاهک  pMR12( پلاسمید 4چاهک 

pHT43  پلاسمید 11احتمالی حامل ژن، چاهک )pHT43 ، 1(  9چاهلکkb 

ladder  

: تنها بر روی یلک نلملونله از بررسی بیان پروتین نوترکیب

در   pHT43-int11دارای پللالسلملیلد  باسیلوس سوبتیلیس

و یک نمونه بلاکلتلری حلاملل   MFAو LBbrothهای  محیط

بلررسلی بلیلان   MFA  فقط در محیط pMR12-int11پلاسمید 

انجام شد لازم به ذکر است با توجه به نتایج مقبلی و همکلاران 

بلیلان   LBرا ساختند این وکتور در محلیلط   pMR12که وکتور 

خیلی پایینی دارد از این رو در این پژوهش میزان بیان بر روی 

 (.2و1این محیط بررسی نشد  جداول 
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 LB MFA ساعت

  135  135 صفر

  1131  339 اول

  939  1933 دوم

  131  2131 سوم

  9134  2431 چهارم

  5131  2239 پنجف

  5437  22 ششف

 LBبیان شده در محیطهای  11میزان پروتین نوترکیب اینترلوکین :  1جدول 

ساعت. میزان بیان بر اساس میکروگرم در میلی لیتر ملحلیلط  9در   MFAو 

 باشد. کشت می

در ، pHT43-int11میزان بیان توسط باکتری حامل پلالسلملیلد

بوده است. همچنین در ساعت   LBبیشتر از محیط   MFAمحیط 

 چهارم بیشترین بیان در هر دو محیط بدست آمده است. 

 مقدار پروتین جذب ساعت
 (μg) 

مقدار پروتین در 

 ml(μg) هر

4 1313 3317 3137 

6 13144 437 47 

7 13195 539 59 

3 13114 939 99 

1 13111 7349 7439 

99 13191 733 73 

92 13191 939 99 

ها و مقدار پروتئین محاسبه شده مربوط به بلاکلتلری  جذب نمونه:  2جدول

 pMR12-int11حامل 

( مشخص است میزان بیان تلوسلط 2همان طور که در  جدول

ساعلت گلرملاگلذاری  9بعد از   pMR12-int11باکتری حامل 

میکروگرم در هر میلی لیتر بوده  75بیشترین میزان یعنی حدود 

 4پلس از   pHT43-int11است که نسبت به باکتری حلاملل

 باشد. بوده است، بیشتر می µg/mL4391ساعت، به میزان 

 بحث

 در وکلتلورهلای بلیلانلی 11در مطالعه حاضر، ژن اینترلوکین 

pHT43 , Pmr12   کلون شد که منجر به تولید پلاسمید بلیلانلی

نوترکیب گردید. پلاسمید بیانی نوترکیب بلا هضلف تلوسلط 

تایید گردید. میزان بلیلان تلوسلط   XbaIو  BamHI  های آنزیف

سلاعلت گلرملاگلذاری  9بعد از   pMR12-int11باکتری حامل 

میکروگرم در هر میلی لیتر بلوده  75بیشترین میزان یعنی حدود 

بیلشلتلر بلوده   pHT43-int11است که نسبت به باکتری حامل 

 است.

جایگاه منحصربفرد پللی  1به دلیل داشتن   pMR12شاتل وکتور 

تواند یک سیستف کلارآملد بله  می 435لینکر و با اندازه مناسب 

 .(29منظور کلون سازی آسان ژن محسوب گردد  

 IPTGیک شاتل وکتور است و بلا اللقلاگلر   pHT43با اینکه 

تحریک شده بیان افزایش میابد ما شاهد بیان بیشتر در باکلتلری 

بودیف که خود نشانگر کارآمدی وکلتلور   pMR12-int11حامل 

pMR12 .است 

شیمی درمانی دارای عوارض اجتناب ناپذیری است که از شایع 

های خلونلی  ترین و مهف ترین این عوارض، کاهش شمار سلول

باشد. در این راستا اثرات فاکتورهای رشد  ها می از جمله پلاکت

ها مورد بررسی قرار گلرفلتله و  متعددی بر بهبود تولید پلاکت

نقطه عطفی در مطالعلات   IL11  شناسایی اثرات درمانی سودمند

و   (Hirayama)  هیرایاما 1994(. در سال 29گردد   محسوب می

از گروه فلاکلتلورهلای  11همکارانش بیان کردند که اینترلوکین 

تشدید کننده خلون سلازی بلوده و بله علنلوان ملحلر ک 

مگاکاریوسیتوژنز، ترومبوپویزیس، میلوپویزیس و لنفوپویلزیلس 

 (.31در محیط کشت معرفی شد  

 BNPو همکاران، افلزایلش   (Yuchen)، یانچن 2119در سال 

انسانی نوترکیب در بیماران مبتلا  11-ناشی از درمان اینترلوکین 

به ترومبوسیتوپنی ناشی از شیمی درمانی، مورد بلررسلی قلرار 

گرفت نتایج بدست آمده در این تحقیق نشان داد کله اگلرچله 

rhIL-11   برای درمان ترومبوسیتوپنی ناشی از شیملی درملانلی

مفید است، کنترل وضعیت بالینی بیماران و بررسی مجدد سطلح 
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BNP   در طول استفاده ازrhIL-11   ،مهف است. علاوه بلر ایلن

 (.11بیماران سالخورده باید مورد توجه ویژه قرار گیرند  

نوترکیب خارجلی  بلا نلام  11نظر به قیمت بالای اینترلوکین 

تجاری نئومگا( ما را بر آن داشت تا بر روی کلون سلازی ژن 

تحقیقی انجام شود با تلوللیلد آزملایشلگلاهلی  11اینترلوکین 

تواند قدم مفیدی برای  تولیلد ایلن  نوترکیب می 11اینترلوکین 

 داروی ارزشمند باشد.

و همکاران ژن اینترللوکلیلن   (Miao)توسط مایو  1995در سال 

 11اینترلوکلیلن   -pEx31انسانی درون وکتور طراحی شده  11

کلون شد و پللالسلملیلد برش دهنده های  توسط هضف آنزیف

 HB101سویله اشریشیا کلی نوترکیب حاصل به درون باکتری 

در دمای تنظلیلف شلده   PL  منتقل وبیان تحت سیستف پروموتر

، ژن اینترلوکیلن ( Tan)  تن ،2115(. در سال 31صورت گرفت  

را پس از بلهلیلنله سلازی درون )  -HuIL  11(بالغ انسانی 11

کلللون  EcoR1و   BamH1بین جایگاه برشی  pGEX-2Tوکتور

در ملحلل   BL21سویه  اشریشیا کلیکردند و پس از انتقال به 

% صلورت 99انتشار آنزیمی توسط ترومبین، خالص سلازی 

 (.32گرفت  

هلای  پلاسمیدی به درون بلاکلتلری  DNAچون کارایی انتقال

هلای      مستعد در ملقلایسله بلا بلاکلتلری باسیلوس سوبتیلیس

باشد، بهلتلر  مستعد شده با کلرید کلسیف پایین می اشریشیا کلی

است مراحل اولیه کلون سازی با استفاده از یک شاتل وکتور در 

 منتقل گردد. باسیلوسانجام شود و بعد به اشریشیا کلی 

در سلال ، (Borzamin)  و بلرزملیلنلی   (Hosseinian)حسینیان

سلرد بله    CaCl2  ، وکتور نوترکیب با روش شلوک بلا2114

 (.33ترانسفورم شد    JM101اشریشیا کلی

در مطالعه حاضر جهت ترانسفورم، از روش شوک حرارتی بلا 

CaCl2  اشریشیا کلی به DH5α   انجام شلد. ایلن روش یلک

روش رایج برای ترانسفورم بوده و در مطالعات مختلد ملورد 

 استفاده قرار گرفته است.

، 2114، در سال (Borzamin)و برزمینی   (Hosseinian)حسینیان

 را در   ansBژن  pMR12  با استفاده از شاتل وکلتلور بلیلانلی

کلون شد. این مطالعله، اوللیلن گلزارش   باسیلوس سوبتیلیس

 (.34بود   باسیلوس سوبتیلیسدر   ansBکلونینگ ژن

و همکاران، توانستند  Sadeghi)(صادقی  2119در ایران در سال 

را با موفقیت به انجام   IL-11در گیاه توتون  کلونینگ و بیان ژن 

سلنلتلز   mwg  توسط شرکلت 11برسانند. توالی ژنی اینترلوکین 

منتقل گردید. پلس   pBI121  شد. انتقال ژن به ناقل بیانی گیاهی

تخلللیلص ، DH5αاشریشیا کلی  از تکثیر ناقل و ژن در باکتری

ترانسفلورم  آگروباکتریومپلاسمید صورت گرفته و این سازه به 

 شده و سپس به توتون منتقل گردید. انتقال ژن به گیاه از طریلق

PCR         و بیان پروتین در آن از طریق وسلتلرن بللات تلایلیلد

 (.35شد  

توسط شرکت چینلی  11در مطالعه حاضر، توالی ژن اینترلوکین 

Gen Ray  .وکتور  سپس به ناقل بیانی سنتز شد  pGH   ملنلتلقلل

با استفلاده از  باسیلوس سوبتیلیس. میزان بیان پروتین در گردید

 معرف بردفورد ارزیابی شده است.

، برای بررسی بیان 2111و همکاران در سال    (Farajnia)فرج نیا

که دارای ژن کلد   Bl21پروتئین نوترکیب، سازه ژنی به سویه 

اسلت، تلراریلزش  LacI تحت کنترل  پلیمراز    RNA T7کننده

ها در محیط کشت کانامایسین دار کشلت  گردید. سپس سلول

انلجلام    IPTG  داده شلده و نمونله برداری قبل و بعد از القا  با(

ساعت بعد از کشت و نمونه بعد از القا  3شد. نمونه قبل از القا 

میللی ملولار،  1با غلظت نهایی    IPTG  ساعت بعد از افزودن 3

 نشان داد کله بعد از افلزودن  PAGE-SDS  برداشته شدند. نتایج

IPTG بلا انلدازه تلقلریلبلی     11، پروتئین نوترکیب اینترلوکین

KDa 24   39بیان شده است.) 

، برای القای بیان پروتیلن، IPTGدر مطالعه حاضر از القاء کننده 

 pHT43-int11حامل پلالسلملیلد  باسیلوس سوبتیلیسباکتری 

استفاده شد. میزان بیان توسظ باکلتلری حلاملل پللالسلملیلد       

pHT43-int11 ، در محیطMFA  91 میکروگرم در میلی للیلتلر 

های مطالعات دیگر سازگاری داشته  بوده است. این نتایج با یافته

تواند برای القای بیلان  و نشانگر اینست که این سیستف القائی می

 نوترکیب مورد استفاده قرار گیرد. 11اینترلوکین 

https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2120284458_Abdorrahim_Sadeghi
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 نتیجه گیری

طراحی و سنتز شلد و بلرای  11در این مطالعه ژن اینترلوکین 

 pHT43و   pMR12اولین بار بوسیله دو شاتل وکتور باسیلوسی 

 کلون و بیان گردید .باسیلوس سوبتیلیس در 

میزان بیان این پروتین بلا اسلتلفلاده از بلاکلتلری حلاملل          

pHT43-int11  ساعت به بیشترین میزان، 4بعد ازµg/mL 4391 

میکروگلرم  75حدود   pMR12بوده است و با استفاده از وکتور 

در میلی لیتر بدست آمد که نسلبلت بله بلاکلتلری حلاملل        

pHT43-int11  باشد و تاکنون چنین میزان بیانی بلرای  بیشتر می

 گزارش نشده است. 11اینترلوکین 

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان مقاله، تمام نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبلی، 

ها و داده سازی را در ایلن ملقلالله  انتشار دوگانه، تحرید داده

 رعایت کرده اند.

 تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله از پرسنل محترم شرکت پویاژن تهران بله 

هلای  منظور در اختیار قرار دادن محیط آزمایشگاه و حلملایلت

 اجرایی کمال امتنان را دارند.

 تعارض در منافع

 وجود ندارد.
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