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 چکیده

واحد    191کیلودالتون دارای    22هورمون رشد انسانی یا سوماتوتروپین یک پلی پپتید تک زنجیره ای با وزن مولکولی    :سابقه و هدف

آمینو اسیدی است. هدف از این پژوهش، ارزیابی تولید و خالص سازی فرم محلول هورمون رشد انسانی نوترکیب در مقیاس  

 آزمایشگاهی می باشد. 

استفاده شد. به منظور دست یابی    pET32a(+)-Trx-His6-hGHحاوی پلاسمید  اشریشیا کلی  در این تحقیق از باکتری   مواد و روش ها: 

و برای خالص سازی از     Trxبه میزان بالای تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب در محیط سیتوپلاسم به شکل محلول از برچسب  

رشد داده شد. فرایند خالص سازی بر   درجه سلسیوس   22در دمای     TBو     LBبرچسب هیستیدینی استفاده شد. باکتری در محیط  

 انجام گردید.   Ni-NTAاساس روش کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از ژل 

%  1131% تولید آن به شکل محلول و    3333% هورمون رشد نوترکیب را نشان داد که تقریبا    22نتیجه آنالیز ژل الکتروفورز بیان  یافته ها: 

 میلی گرم تعیین گردید.    2234رسوب سلولی     g1آن به شکل نامحلول بود. میزان فیوژن پروتین هورمون رشد انسانی حاصل از تخلیص  

فیوژن پروتین هورمون رشد انسانی نوترکیب محلول به خوبی بیان شد. همچنین با استفاده از     Trxبا استفاده از برچسب  نتیجه گیری: 

 %  هورمون رشد انسانی به دست آمد.   31% و بازده کل  91روش خالص سازی بر اساس دنباله هیستیدینی، خلوص  

 (، بیان سیتوپلاسمی، کروماتوگرافی تمایلی.  rhGHهورمون رشد نوترکیب انسانی ) واژگان کلیدی: 

 91مهر ماه پذیرش برای چاپ:   91شهریور ماه  دریافت مقاله: 

 تهران، لویزان، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، پژوهشکده علوم و فناوری زیستی*( آدرس برای مکاتبه: 

 s_m_robatjazi@mut.ac.irپست الکترونیک:          52122912192تلفن:  

 مقدمه     

هوای   یکی از هوورموون   (Growth Hormone)هورمون رشد        

غده هیپوفیز است که به عنوان یک هورمون آنابولیک اصلی در 

کنود. ایون هوورموون   طول دوره پس از زایمان ایفای نقش می

شود. گوذشوتوه از   همچنین با نام سوماتوتروپین نیز شناخته می

رشد بدنی، به دلیل عملکردهای متعدد نام سوماتوترومبین برای 

آن مناسب تر است. این هورمون، یک پلی پپتید هورمونی است 

ای به گونه دیگر متوفواوا اسوت   که ساختمان اولیه آن از گونه

های فیزیکی کلی آن یکسان است. هوورموون رشود   اماشباهت

  22اش دارای وزن مولکولی   انسانی بالغ در فرم مولکولی اصلی

واحد آمینو اسیدی دارد و یک پلی پپتید  191ست و کیلودالتون  

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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سولفیدی بین مولکولی اسوت.   تک زنجیره ای دارای دو باند دی

خورده تشکیل شوده   ساختار سوم آن به صورا یک مارپیچ تاب

آلفاهلیکس یکسان است که شبیه به ساختار کلی بسویواری  4از 

(. هورمون رشد انسانوی در درموان 1ها می باشد )  از سایتوکین

هایی مانند کمبوود هوورموون رشود در کوودکوان و   بیماری

بزرگسالان، نارسایی مزمن کلیوی، سندرم ترنر، رشد ضوعویو  

جنین در رحم، کوتاه قدی آیدیوپاتیک، ضع  ناشی از بیمواری 

( و 2)    (Short Bowel Syndrome)ایدز، سندرم روده کووتواه

های پوستوی، خوونوریوزی   های استخوانی، سوختگی  شکستگی

 (.  3رود )  ها به کار می    زخم

بورای افورادی    (Post-Treatment)درمان   همچنین به عنوان پسا

که به منظور درمان تورمور مغزی از رادیوتراپی استفاده کرده اند 

(. تولید داروهای نوترکیب از لحاظ اقوتوصوادی 4کاربرد دارد )

هوای   بسیار مورد توجه است. بنابراین با توجه به وجود بیمواری

متعدد ناشی از نقص هورمون رشد و نیاز بالای روزانه به ایون 

دارو در داخل کشور و به منظور جلوگیری از خورو  ارز از 

کشور به دلیل وارداا این دارو و جلوگویوری از وابسوتوگوی 

ای   صنعت، تولید این دارو به شکل نوترکیوب اهومویوت ویوژه

های بیانی متفاوتی مانند   یابد. برای تولید این هورمون سیستم  می

های گیاهوی  سیستم بیانی باکتریایی، مخمر، باکلوویروس، سلول

 (.  2های حیوانی استفاده شده است ) و سلول

 (E. coli)اشریشیا کولوی در تولید هورمون رشد نوترکیب در 

توجه به جایگاه بیانی پروتین حائز اهمیت است زیرا بویوان بوه 

دوصورا محلول و نامحلول قابل انجام می باشد. در جوایوگواه 

پذیرد و پروتئین   پلاسمیک بیان به شکل محلول صورا می  پری

شوود. در جوایوگواه   طبیعی بیان موی  (Fold)به شکل تاخورده 

 بوادی   سیتوپلاسمی اغلوب بویوان بوه شوکول ایونوکولووژن 

 (Inclusion Bodyصورا می )   گیرد. اما امروزه با اسوتوفواده از

افوزایوش دهونوده  (Fusion tags)های الحاقی   افزودن برچسب

هایی خاص، بیوان بوه شوکول   حلالیت پروتئین و تولید میزبان

گیرد که ایون امور   محلول نیز در سیتوپلاسم باکتری صورا می

خود دارای مزایایی مانند تولید پروتین به شکل طبیعی و صحیح 

تاخورده، سهولت فرآیند خالص سازی پروتین است و از ایون 

وجود ندارد. در   (Refolding)رو نیازی به فرآیند بازتاخوردگی 

توریون   سوازی بوزر  های نوترکیب فرآیند خالوص تولید پروتین

های   % هزینه35تا  05برترین فرآیند است و حداقل  و زمان   چالش

(. از ایون رو 0و  2دهد )  عملیاتی تولید را به خود اختصاص می

یک طراحی بهینه برای دست یابی به بیشترین میوزان بوازیوابوی 

های خطرنوا  از   پروتین مورد نظر به همراه حذف تمام آلودگی

محصول نهایی لازم و ضروری است. انتخاب گوونوه مویوزبوان 

استفاده شده در بیان پروتئین نوترکیب نقش به سزایی در بویوان 

پروتین، حلالیت و راندمان تولید دارد. به طور معمول در تولویود 

از سوویوه اشریشیا کولوی های نوترکیب توسط میزبان   پروتین

BL21  شود. ایون سوویوه هوا فواقود  و مشتقاتش استفاده می

هستند که این امر موجب افوزایوش   OmpTو  Lonپروتئازهای 

 شوود. سوویوه هوای  پایداری پوروتوئویون نووتورکویوب موی

 DE3نیز وجود دارند مانونود اوریوگواموی اشریشیا کلی  دیگر 

(Origami DE3)   کوه دارای جوهوش در ژنtrxB     و ژن

( است که به طور قابل توجهی توولویود gorگلوتاسیون ردوکتاز )

(. سویوه 3دهد ) سولفیدی را در سیتوپلاسم افزایش می باند دی

است که به منظور   BL21( یکی از مشتقاا سویه Rosettروزتا )

ها نایواب  های یوکاریوتی دارای کدون افزایش میزان بیان پروتئین

 رود.  به کار میاشریشیا کلی در 

از مشتقاا اوریگامی است   (Rosetta-gami)گامی-سویه روزیتا

که تلفیقی از سویه روزتا و اوریگامی است و سوبوب افوزایوش 

های یوکاریوتوی  سولفیدی و همچنین بیان پروتین تشکیل باند دی

های نایاب می شود. بر این اساس در این پوژوهوش  دارنده کدون

گامی برای تولید محلول هورمون رشد انسوانوی -از سویه روزیتا

نوترکیب واجد یک پروتئویون یووکواریووتوی و دارای بوانود 

 (.  1سولفیدی استفاده گردید ) دی

 IMACهای تخلیص موجود، تخلیص با استفاده از   در میان روش

(Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography)   دارای

یک روش ارزان، قدرتمند برای خوالوص   IMACمزایایی است.

توریون پویوونود   (. این روش دارای قوی9سازی پروتئین است )

شد و قابلیت کنترل  (elution)اختصاصی و شرایط ملایم الوشن 

انتخاب پذیری با استفاده از بافرهای کروماتوگرافی با غولوظوت 
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موجود   IMACهای   (. از میان روش15پایین ایمیدازول را دارد )

بوه   Ni-NTAهوای  های هیستیدینی و رزیون  استفاده از برچسب

عنوان اولین گام برای تخلیص بسیار معمول است. زیرا بسیار در 

توان مقدار زیوادی   خالص سازی کمک کرده و با یک مرحله می

هوای   از پروتین را بازیابی نموده و به ندرا بر روی فوعوالویوت

(. بوا 11گوذارد )  بیوشیمیایی و بیولوژیکی پروتئین اثرمنفی موی

های متعدد ناشی از نقص هورمون رشد و   توجه به وجود بیماری

نیاز بالای روزانه به این دارو در داخل کشور، تولید و خوالوص 

 سازی این پروتین نوترکیب نیاز می باشد. 

هدف از این مطالعه بررسی تولید هورمون رشد انسانی به شکول 

و اشریشیا کلوی محلول در محیط سیتوپلاسم باکتری نوترکیب  

خالص سازی اولیه آن بود. به منظور حفظ شکل محولوول ایون 

پروتین و ممانعت از تشکیل ذراا انکلوژن بادی در سیتوپلاسوم 

اسوتوفواده   Trx (Thioredoxin tag)باکتری از برچسب پروتئینی

شد. به منظور خالص سازی هورمون رشد، برچسب هیستیدینوی 

(tag-His6)  نیز به ژن هورمون رشد افزوده گردیود توا موقودار

بازیابی اولیه پروتین تا حد ممکن افزایش یابد. بنابراین خوالوص 

 Ni-NTAهوای  با استفاده از رزین  IMACسازی بر اساس روش

انجام شد. میزان بیان هورمون رشد و راندمان خالص سازی بوا 

 ارزیابی گردید.  SDS-PAGEاستفاده از روش ژل الکتروفورز 

 

 مواد و رو  ها             

 سوویوهاشریشیا کلی از باکتری های ژنی:   ها و حامل  ال ( سویه

Rosetta-gami    تهیه شده از مرکز ملی ذخایر ژنتیوک( حواوی(

)طراحی و    pET32a(+)-Trx-His6-hGHپلاسمید ترانسفرم شده

(. 12ساخته شده در دانشگاه صنعتی مالک اشتر( استفاده شود )

آموده اسوت.  1نقشه ژنتیکی پلاسمید استفاده شده در شکول 

 ، LB (Luria-Bertani)کشوت همچنویون از موحویوط هوای 

(Terrific Broth)TB ،BSA (Bovine Serum Albumin) ،

( و  Merck،Phenylmethanesulfonyl fluoride) PMSFشرکت 

IPTG ( Isopropyl β-D-thiogalactoside)  مربوط به شورکوت

Fermentas مارکر وزن مولکولی شرکت ،thermoscintific   ژل

 GE Healthcareشرکت  (Ni-NTA)کروماتوگرافی نیکل سفاروز 

 استفاده گردید. 

 ب( بیان هورمون رشد در باکتری اشوریشویوا کولوی سوویوه 

 Rosetta-gami   : از تووائوویوود حسووور پوولاووسووموویوودپووس 

 (pET32a(+)-Trx-His6-Hgh)  ها ظاهر شده بورروی   در کلنی

هوای   محیط کشت جامد حاوی آمپی سیلین، تعدادی از کولونوی

تکثیر داده شدند و به مونوظوور   LBمورد تائید در محیط کشت

تهیه بانک سلولی، سوسپانسیون سلولی در لوله های اپونودروف 

بوه   rpm  0555توزیع و محتوای سلولی با سانتریفیوژ در دور 

دقیقه جداسازی شد. سلول ها با یک میلی لیتر محلول  25مدا 

گلیسرول و محیط کشت تازه مخلوط و در  25به  25با نسبت 

 در فریزر نگه داری شد.  درجه سلسیوس -35دمای 

به منظور تهیه مایه تلقیح، باکتری ابتدا به صورا کشت شبوانوه 

حواوی   LBمحیط کشوت میلی لیتر 2در لوله آزمایش حاوی 

دور   و درجه سلسیووس 33در دمای   μg/ml  155آمپی سیلین 

میکرولیتر باکتری  255تکثیر کشت داده شد.   rpm  255همزن 

میلی لیتر محویوط  15میلی لیتر حاوی  25کشت یافته به فالکون 

مایع استریل حاوی آمپی سیلین در زیر هود میکروبی   LBکشت

مورد نوظور   ODو درکنار شعله انتقال داده شد و تا رسیدن به 

درجه  33ساعت در داخل شیکر انکوباتور در دمای  4-2حدود 

یک میکورولویوتور قرار داده شد. به منظور القا، مقدار  سلسیوس

یک مولار به محیط کشت اضافوه گوردیود. سوپوس   IPTGاز

 درجه سلوسویووس 33ساعت در دمای  4گرماگذاری به مدا 

 pET32a(+)-Trx-His6-hGHساختار پلاسمید بیانی : 1شکل 
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ساعت بعد از القا برای آنالیز  4گیری   ادامه یافت. به منظور نمونه

ژل الکتروفورز، مقدار یک میلی لیتر کشت برداشته شد. پس از 

نرمال سازی )یکسان سازی غلظت سلولی( بر مبنای نمونه قبول 

دقیقه سانتریفیوژ شود.  25به مدا  rpm  055از القا، در شرایط 

سپس مایع روماند جداسازی شد و به رسوب حاصول موقودار 

میلی موولار،  15و   pH  031با    Trisنمونه ) بافرمیکرولیتر   125

SDS   2  535550درصد ، بروموفنل بولوو  15درصد، گلیسرول 

درصد( اضافه شد و تا زمان راه انودازی  2درصد، مرکاپتواتانل 

 داری   نوگوه درجوه سولوسویووس -25ژل الکتروفورز در فریزر 

 (. 13شد )

 :  TBو LBدر دو محیط کشت  Trx-His6-hGH ( مقایسه بیان 

در   E. coli Rosetta-gamiبیان فیوژن پروتین در سویه نوترکیب 

مورد  درجه سلسیوس 22در دمای   LBو  TBهای   محیط کشت

آمده  1در جدول  TBبررسی قرار گرفت. تر کیب محیط کشت 

 225سی سی از این دو محیط کشت در ارلن  155است. مقدار 

سوی سوی  2سی سی تهیه شد. برای هر دو محیط کشت مقدار 

میکرولیتر سویه نوترکیب به عنوان موایوه  15کشت شبانه حاوی 

انجام شد.   IPTG 1Mتلقیح در نظر گرفته شد. القا، با استفاده از 

درجوه  22سواعوت در دموای  4سپس گرماگذاری به مدا 

ادامه یافت. به منظور جداسازی سلول، محیط کشوت  سلسیوس

درجوه  4دقیوقوه در دموای  25به مدا  rpm  0555در دور 

ها   سانتریفیوژ شد. آنالیز ژل الکتروفورز  بر روی نمونه سلسیوس

(. به منظور بررسی بیان در ژل الکتروفورز کل ژل 13انجام شد )

میزان در صد هر بوانود   CLIQSاسکن شد و با استفاده از برنامه

 ژل ارزیابی گردید.

پس از تولویود د( تخلیص فیوژن پروتین هورمون رشد محلول: 

بررسی بیوان آن در  و   E. coli Rosetta-gamiسویه نوترکیب 

فرآیونود  درجه سلسیوس، 22در دمای     LBو    TBهای  محیط

تخلیص هورمون رشد انسانی از باکتری با استفاده از ژل نیوکول 

  LEWگرم رسوب سلولی در بوافور 1سفاروز انجام شد. مقدار 

 O  50 mM 2.2H4PO2NaH ،50 mM 4HPO2Na ،NaClشامل )

50 mM ،lmidazole 50 mM     ) 334با  pH  حواویPMSF   بوا

حل شد. سپس سووسوپوانسویوون  یک میلی مولارغلظت نهایی 

سیکل یک دقیقه ای بر روی یخ سونیکه شد.  3حاصل با برنامه 

غلظت پروتئین آن با استفاده از روش برادفورد اندازه گیری شد. 

درجوه  4و دموای   g  11555سوسپانسیون حاصل در شرایط 

دقیقه سانتریفیوژ گردید. مایع روماند )لیز  22به مدا  سلسیوس

سلولی شفاف( حاصل از سانتریفیوژ )حاوی هوورموون رشود( 

داری شد و غلظت پروتئین آن اندازه گیری شود. رسووب   نگه

 شوامول    NBBحاصل از سانتریفیوژ به منظور شستشو در بوافور

 (O  50 mM 2.2H4PO2NaH ،50 mM 4HPO2Na ،NaCl 50 

mM ،Native Binding Buffer  ) 334بوا  pH   درجوه  4دموای

توسط هموژنایزر مکانیکی حل شد و موجوددا در  سلسیوس

دقویوقوه  22به مدا  درجه سلسیوس 4دمای    g18000شرایط 

سانتریفیوژ گردید. رسوب حاوی ذراا انکلوژن بادی در بوافور 

 24حل شد و توسط کیسه دیالیز به مدا   M6حل کننده اوره 

 (.  14تعویض بافر شد ) درجه سلسیوس 4ساعت در دمای 

در نهایت غلظت پروتئین آن اندازه گیری شد. سوپوس سوتوون 

به تعادل رسانده شود   LEWتوسط بافر  Ni-NTAحاوی رزین

لیز سلولی شفاف شده حاصل از سانتریفیوژ پس از عوبوور از 

 میکرومتری با دبی بسیار پاییون بوه درون سوتوون 5342فیلتر 

Ni-NTA  تزریق شد. از ورودی و خروجی در این مرحله نویوز

برای آنالیز ژل الکتروفورز نمونه گرفته شد. سپس ستون با بافور 

LEW  کوه  شستشو داده شد. این مرحله از شستشو توا زموانوی

خروجی ستون هیچ پروتینی توسط روش غولوظوت سونوجوی 

هوای ایون   برادفورد نشان ندهد، ادامه یافت. از تمام خوروجوی

مرحله که دارای جذب معنی داری بودند نیز نمونه برداری برای 

 های استفاده شده  ترکیب محیط کشت: 1جدول 

 TB LB ماده

Pepton 12 g/L 10 

Yeast Extract 24 g/L 5 

NaCl - 5 

Glucose 8 g/L - 

KH2PO4(or NaH2PO4) 17 mM - 

K2HPO4(or Na2HPO4) 72 mM - 

MgSO4 2/4 g/L - 
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ژل الکتروفورز انجام شد. در مرحله الوشن با افزایوش شویوب  

مویولوی موولار  255تا  25غلظت  ایمیدازول در بافر ورودی از 

هوای   نمونه ها از ستون خار  گردید. خروجی ستون در ویوال

یک سی سی جمع آوری شد. غلظت سنجی بروش بورادفوورد 

ها صورا گرفت تا پیک پروتینی مشوخوص   برای تمام فراکشن

های دارای جذب برادفورد به منوظوور   گردد. سپس تمام فرکشن

 SDS-PAGE%  12آنالیز خلوص بر روی ژل الوکوتوروفوورز 

بررسی شدند. در ادامه پس از دست یابی به فیوژن پوروتوئویون 

هورمون رشد خالص شده، به منظور تائویود حسوور فویووژن 

پروتئین هورمون رشد در نمونه خالص شده از آنالیز وسوتورن 

بلاا استفاده شد. پس از انجام الکتروفورز، ژل حاصله به مدا 

دقیقه در بافر ترانسفر قرار گرفت. سپس ساندویچ ترانسوفور  05

میلوی   225ساعت )در طول شب( در جریان ثابت  10به مدا 

قرار گرفت تا نمونه ها از ژل به کاغذ منتقل شود. سوپوس  آمپر

 15را از ژل جدا کرده و پس از قورار دادن در   PVDFکاغذ 

 :   BSAگواوی )  آلوبوومویون  درصد سرم  3محلول  میلی لیتر

bovine serum albumin   یک ساعت بر روی شیوکور قورار ،)

داده شد. سپس با خار  کردن کاغذ و وارد کردن آن در درون 

دقیقه بر روی شیکر بوه مونوظوور  2به مدا   TBS-Tمحلول 

مرتبه تکرار شد(. کاغذ در موحولوول  3شستشو قرار داده شد )

قرار داده شد و به مدا یک  (Anti His, Roche)آنتی بادی اول 

ساعت بر روی شیکر گذاشته شد. سپس کاغذ در درون محلول 

TBS-T   مرتبوه  3دقیقه بر روی شیکر قرار داده شد ) 2به مدا

تکرار شد(. در مرحله بعد، کاغذ در محلول آنوتوی بوادی دوم 

(Anti Rabbit, Roche)  گذاشته شد و به مدا یک ساعت بور

مرتبه در درون محلوول  3روی شیکر قرار داده شد. سپس کاغذ 

TBS-T   2مرتبه به مودا  1دقیقه بر روی شیکر و  2به مدا 

مورتوبوه   1  و  TBS-Tمرتبه  3شستشو داده شد )  TBSدقیقه در 

TBSدر ادامه کاغذ درون محلول سوبسترا شامول .)DAB  بوه )

شد و به محض مشواهوده بوانود   دقیقه قرار داده  15تا  2مدا 

رنگی، کاغذ از محلول خار  و با آب شستشو داده شد و سپس 

داری گردید. پس از ظهور باندها، کاغذ بوا آب   در تاریکی نگه

 (.  12مقطر شستشو شد و در دمای اتاق خشک گردید )

پس از اتمام فورآیونود های تخلیص شده:   ه( تعویض بافر نمونه

الوشن و تخلیص و پس از مشاهده نتایج حاصل از آنالویوز ژل 

های خالص با یکودیوگور ادغوام شودنود.   الکتروفورز، فرکشن

هوایوی   هایی که دارای خلوص بالاتر بوده باهم و فرکشن  فرکشن

تر بوده با هم ادغام شدند. سوپوس بوه   که دارای خلوص پائین

منظور حذف ایمیدازول از محیط پروتیون توخولویوص شوده، 

های ادغام شده در کیسه دیالیز ریخته شدند و به مودا   فرکشن

درجوه  4لیتر بافر مخصوص در دمای  3ساعت در معرض  10

هوا   قرار گرفتند. پس از اتمام فرآیند دیالیز، فورکشون سلسیوس

توسط محلول برادفورد تعیین غلظت شده و از هر دو محولوول 

 (.14برای ژل الکتروفورز نمونه برداری شد  )

غلظت سولوولوی تووسوط روش و( روش های اندازه گیری: 

 055اسپکتروفتومتری با اندازه گیری میزان جذب در طول مو  

اندازه گیری شد. غلظت پروتین بر اساس روش برادفورد اندازه 

گیری شد. منحنی استاندارد معرف برادفورد با خواندن جوذب 

های مختلو   با غلظت  BSAهای استاندارد تهیه شده از   محلول

 نانومتر رسم شود. آنوالویوز الوکوتوروفوورز 292در طول مو  

SDS-PAGE 12%  هوای   منظور بررسی میزان خلوص نمونوه به

 (.10و  12تخلیص شده استفاده گردید )

 

 ها    یا ته     

در  درجوه سولوسویووس 22ال ( کشت باکتری در دموای 
در دو محیوط   Trx-His6-hGHمیزان بیان   :   LBو   TBهای  محیط

مورد بررسی قرار گورفوت درجه  22  در دمای  LBو  TBکشت 

آمده است. درصد بیان پروتئین نویوز تووسوط  2نتایج در شکل 

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتوایوج حواصول در   CLIQSبرنامه 

آمده است. پروتئین بیوان شوده در موحودوده وزن  2جدول 

 کیلودالتون مربوط به هوورموون رشود انسوانوی  31مولکولی 

می باشد. این اضافه وزن پروتین به دلیل ترکیب شدن پروتویون 

می باشد. تفاوا چندانی بویون    His-tagو   Trxهدف با دنباله

مشاهده نشد. اما غلظت سلولوی بوه  LBو   TBبیان در محیط 

به طور معنی داری از موحویوط   TBدست آمده در محیط کشت

بیشتر بود. از این رو برای دست یابی به توده مناسب  LBکشت 
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انجام درجه سلسیوس  22  در دمای  TBسلولی، کشت در محیط

 شد. 

ب( استخرا  و تخلیص فیوژن پروتین هورمون رشد موحولوول 
 3نتایج فرایند خالص سازی در شکول :   Ni-NTAتوسط ستون 

آمده است. همان طور که مشخص است پروتئویون هودف بوه 

موتوصول    Ni-NTAخوبی با استفاده از دنباله هیستیدنی به ژل 

شده و در مرحله الوشن در غلظت بالای ایمیدازول از سوتوون 

خار  شده است. اما مقدار زیادی آلودگی نیز به همراه پروتیون 

 هدف در مرحله الوشن خار  شده است.

 LEWبه منظور بهبود فرآیند تخلیص غلظت ایمیدازول در بافر 

میلی مولار افزایش داده شد. الوشن گورادیوانوی از  25به مقدار 

میلی مولار انجوام شود. نوتوایوج  255تا  25غلظت ایمیدازول 

آمده است. هوموان  4حاصل از این مرحله از تخلیص، در شکل 

شود میزان خلوص بهبود چشمگیری یافتوه  طور که مشاهده می

های تخلیص شده از روی ژل   است. با بررسی خلوص فراکشن

 91% توا %12الکتروفورز میزان خلوص در محدوده متفاوتی از 

تعیین گردید. مقدار فیوژن پروتین هورمون رشد انسانی محلول 

ندازه گیری شد. ایون امیلی گرم  2234خالص پس از این مرحله 

در دمای    LBو    TBبررسی میزان بیان در دو محیط کشت :  2شکل 

ساعت پوس  4: نمونه T4: نمونه قبل از القا. T0درجه سلسیوس.  22

 : نمونه کشت شبانهTO.Nاز القا. 

 محیط کشت

بیان  یوژن پروتئین  میزان

 هورمون رشد انسانی)%(
وزن مرطوب 

 (g/l)سلولی

4T Over Night T 

TB 2232 44 1530 

LB 21 4131 2 

 22در دمای  LBو   TBهای   مقایسه میزان بیان در کشت: 2جدول  

 درجه سلسیوس

بوا  LEWژل حاصل از فرآیند تخلیص با بایندینگ بوافور:  3شکل 

های تخلویوص  : فرکشن10تا  1میلی مولار. ستون های  2ایمیدازول 

 : مارکر وزن مولکولی. Mگرادیانی، حاصل از الوشن 

ژل الکتروفورز فرآیند تخلیص فیوژن پروتین هورمون رشود :  4شکل 

: نمونه قبول T0میلی مولار.   25با ایمیدازول   LEWبا بایندینگ بافر 

: رسووب P: مارکر وزن مولکولی. M: عصاره اولیه سلولی. C.Lاز القا.

روماند حواصول از :  -1Sپس از لیز حل شده در بافر دناتوره کننده. 

: روموانود  -2Sسانتریفیوژ عصاره شفاف سلولی، قبل از فیلتراسیون. 

: F.Tحاصل از سانتریفیوژ عصاره شفاف سلولی، پس از فیلتراسیون. 

: نمونه های 24تا W  1ها.   خروجی ستون پس از اتصال فیوژن پروتین

هوای  : فورکشون 42تا 33حاصل از شستشوی ستون پس از اتصال. 

 تخلیص حاصل از الوشن گرادیانی.
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مقدار با مقدار به دست آمده از آنالیز ژل الکتروفورز توسط نورم 

ساعت پس از القا تقریبا هم خووانوی  4در زمان   CLIQSافزار

% بوه 31دارد. بازده کل تخلیص فیوژن پروتین حاصل نیز مقدار 

 3های کمّی حاصل بطور خلاصه در جودول   دست آمد. داده

 آمده است.

در نهایت وسترن بلاا نمونه تخلیص شده به منظوور توائویود 

حسور فیوژن پروتئین هدف در نمونه تخلیص شده با استوفواده 

از آنتی بادی مونوکلونال ضد هیستیدین و سرم پلوی کولوونوال 

هورمون رشد مورد ارزیابی قرار گرفت. همان گونه که در شکل 

مشخص می باشد  هر دو آزمون پاسخ مثبت داده و بوانود  2

پروتئین تخلیص شده در ژل وسترن بولاا بوا آنوتوی بوادی 

مونوکلونال ضد هیستیدین و وسترن بلاا سرم پلی کولوونوال 

هورمون رشد واکنش ایمنولوژیک داده و باند آن به وضوح قابل 

مشاهده است. همچنین برای نمونه های قبل از القا و پس از القا 

این آزمون انجام شد. نتایج نشان دادند که برای نمونه های قبول 

از القا باندی قابل مشاهده نمی باشد، اما نمونه های القوا شوده 

 واکنش ایمنولوژیک داده و باند آنها قابل مشاهده می باشد.

 

 بح    

هایی است که بورای   قدرتمندترین سیستم از   pETسیستم بیانی

کواربورد اشریشیا کلی  های نوترکیب در    کلون و بیان پروتئین

حامل کلون  (multiple Cloning Site)دارد. ژن هدف در داخل 

بورای   T7شود که در کنترل پروموتر قووی بواکوتوریووفواژ   می

پلی موراز   RNAکند. رونویسی با استفاده از   رونویسی عمل می

که در داخل ژنوم باکوتوری قورار دارد انوجوام  T7باکتریوفاژ 

بوه صوورا   T7پلی مراز باکتریوفواژ   RNAگیرد. آنزیم   می

اختصاصی پروموتر خود را شناسایی می کند و زمانی که توسط 

شود تقریباً تمامی منابع سلولی بورای ژن   القا می، IPTGالقاگر 

تووانود   دهند. بنابراین پروتئین هدف موی  هدف تغییر جهت می

درصد از کل پروتین سلول را تنها چند ساعت پوس  25بیش از 

 Ni-NTAمقادیر ورودی و خروجی و میزان اتصال فیوژن پروتین هورمون رشد در ستون : 3جدول 

 نمونه
 حجم 

(ml) 

 مقدار کل پروتین
(mg) 

 مقدار  یوژن پروتین
(mg) 

 درصد خلوص

(%) 

 24 2933 11530 35 عصاره سلولی اولیه

 35 14 3333 4434 (1Sروماند عصاره سلولی شفاف پس از سانتریفیوژ )

 35 0132 32 4039 (2Sروماند عصاره سلولی شفاف پس از سانتریفیوژ و فیلتر )

 35 2430 2531 1430 (Pپروتین به شکل انکلوژن بادی پس از انحلال و دیالیز )

 133 3 30 35 خروجی از ستون در مرحله بارگذاری )اتصال نیافته به ستون(

 9134 2234 2432 1 کل پروتین تخلیص شده

وسترن بلاا نمونه تخلیص شده به منظور تائویود حسوور :  2شکل 

فیوژن پروتین هدف در نمونه تخلیص شده. ال ( توسط آنتی بوادی 

مونوکلونال ضد هیستیدین و ب( توسط سرم پلی کلونال هوورموون 

ساعت پوس از  4نه نمو:  T4: نمونه قبل از القا.  T0رشد آنالیز شدند.

: مارکور  M: نمونه تخلیص شده فیوژن پروتئین هورمون رشد. Eالقا. 

 وزنی پروتئینی رنگی.
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از القا شامل شود. بنابراین در این پژوهش از این سیستم بیوانوی 

قدرتمند استفاده شد و همان طور که ملاحظه شد بیان پروتئیون 

% کل محتوای پروتینی سلول بدست آمود. 25نوترکیب بیش از 

با پلاوسومویود  Rosetta-gamiلذا بر این اساس سویه نوترکیب 

pET32a(+)   به منظور تولید هورمون رشد انسوانوی در ایون

تحقیق استفاده گردید. در این مطالعه با توجه به طراحی سیستم 

بیانی، برای افزایش میزان حلالیت پروتئین هورمون رشد انسانی 

استفاده شده بود. این برچسب میوزان   Trxنوترکیب از برچسب 

تاخوردگی پروتین هدف راافزایش داده و همچنین مانع از ایجاد 

ها با یکدیگر شده و از  سولفیدی در میان پروتین پیوندهای دی

آورد. در موطوالوعوه  تولید اینکلوژن بادی جلوگیری به عمل می

حاضر، میزان بیان پروتئین هورمون رشد نوترکیب انسوانوی بوه 

% ارزیابی گردیود کوه  3333شکل محلول در سیتوپلاسم مقدار 

حاکی از عملکرد مناسب این برچسب افزایش دهنده حلالویوت 

 است.

انجام شود.   TBو  LBکشت بیانی در دو محیط کشت پیچیده 

دلیل این انتخاب آن بود که محیط پیچیده در مقایسه با محویوط  

(. علاوه بور 13شود ) تر تهیه می ارزان  است و ساده کشت معین

شود، از این رو وجود  آن چون پروتین در درون سلول تولید می

ترکیباا مختل  محیط کشت پیچیده بر روی فرآیند خوالوص 

سازی اثری ندارد. ضمن آن که محیط کشت پویوچویوده دارای 

فاکتورهای رشد است و یه همین دلیل سرعت رشد و توولویود 

یک محیط غنوی   LBدرآن معمولا بیشتر است. با وجود این که 

شود. دلیل  است اما رشد سلول در دانسیته های پایین متوق  می

این امر، مقادیر بسیار کم کربوهیدراا )و سایر منابع کربنی قابل 

های دو ظرفیتی  در این محیط است. بودون  مصرف( و کاتیون

شک، افزایش مقدار پپتون و عصاره مخمر، به دلویول دارابوودن 

محتوای بالاتر ترکیباا نیتروژن منجر به افزایش دانسیته سلولوی 

های دوظرفیوتوی -(. همچنین افزودن ذخایر کاتیون11شود ) می

های میلی مولار سبب رشود بوالای  در غلظت  MgSO4مانند 

به دلویول ، LBشود. همچنین افزودن گلوکز به محیط  سلولی می

اسید ناشی از متابولیسم آن و ظرفیت محدود بافری آن تواثویور 

(. بنابراین باید بایستی شرایط مناسب بوافوری 19ناچیزی دارد )

برای این محیط در نظر گرفته شود. بر همین اسواس در ایون 

 LBنسبت به موحویوط  TBمطالعه رشد بالای سلولی در محیط 

حاصل گردید که می تواند به دلیل بالا بودن مقدار پوپوتوون و 

و همچنین وجود سیستم بافری و   TBعصاره مخمر در محیط 

باشد. از آنجایی که برچسب   MgSO4ذخایر کاتیون دوظرفیتی 

Trx   خاصیت تمایلی ندارد، از این رو بوه مونوظوور افوزایوش

سهولت در فرآیند خالص سازی هورمون رشود موحولوول، از 

استفواده شود. در   Trxدر کنار برچسب   Hisبرچسب تمایلی 

اغلب پژوهش های انجام شده در داخل کشور اشاره شوده کوه 

مهمترین مشکلاا تولید هورمون رشد انسانی، توولویود ذراا 

انکلوژن بادی در بیان پروتین های نوترکیب در سیتووپولاوسوم، 

آلودگی های ناشی از پروتئین های میزبان، بوازیوافوت پوایویون 

پروتئین ، ترشح کم پروتئین به فسای پریپلاسمی، هزینه بوالای 

(. بنابراین در پژوهش حاضر،دست یابی بوه 22تولید می باشد )

اشریشیوا کولوی این میزان تولید پروتین هورمون رشد از سویه 
قابل توجه می باشد. در همین راستا در تحقیقی مقدار هورموون 

% 33رشد بیان شده در سویه اشریشیاکلی نوترکیب در حودود 

 (.  23کل محتوی پروتئینی گزارش شده است )

در تحقیقی دیگر گزارش شده است که هورمون رشد انسانی در 

فسای پری پلاسمی بر اساس آنالیز ژل الکتروفورز در حودود 

(. اما نتایج حاصل از این تحقیوق 24درصد بیان شده است )  25

% از کل  3333بر اساس آنالیز ژل الکتروفورز نشان داد که مقدار 

% آن به صورا 1131فیوژن پروتئین به صورا محلول و مقدار 

انکلوژن بادی تولید شده است که در کل مقدار بویوان فویووژن 

% بوده است. گذشته از این،  2232پروتئین هورمون رشد انسانی 

با آنالیزهای ژل الکتروفورز مشخوص شود کوه توعودادی از 

های پروتئینی به همراه فیوژن پروتین هوورموون رشود   آلودگی

هوا   شوونود. ایون آلوودگوی  انسانی در هنگام الوشن خار  موی

هایی هستند که در درون میزبان  اشریشیاکلی  به صورا   پروتین

های متوصول   ها پروتین  شوند. اغلب این آلودگی  طبیعی تولید می

هستند و توموایول  (Metal binding proteins)شونده به فلزاا 

هوا در   های دو ظرفیتی دارند. ایون پوروتویون  بالایی به کاتیون

های مختل   اشریشیاکلی  که دارای ژنتیوک موتوفواوتوی   سویه
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 BL21 ،BL21(DE3) ،BL21(DE3)pLysS ،C41هستند مانند  

،C43 ،Rosetta(DE3) ،Rosetta(DE3)pLysS  و  Origami

(DE3) و Origami(DE3)pLysS   وجود دارند. میوزان نسوبوی

کاملا متغیر اسوت اشریشیا کلی های خاص در    بیان این پروتین

رسد که به عوامل بسیاری مانند شورایوط کشوت،   و به نظر می

 (Genetic background)ترکیب محیط کشت و زمینه ژنتیکی 

 (.  25سویه بیانی وابسته باشد )

بیان هورمون رشد بصورا ترشحی می تواند فراینود خوالوص 

سازی را بسیار تحت تاثیر قرار دهد و مشکلاا ناخالصی های 

پروتینی را رفع نماید. در تحقیقی بیان ترشحی هورمون رشود 

انسانی در مخمر پیکیا پاستوریس مورد ارزیابی قرا گرفته اسوت 

گرم هوورموون  53913گرم بیومس تولید شده  102از مجموع 

رشد به محیط کشت ترشح شده است. بار آلودگی پوروتویونوی 

نسبت به سیستم های بیانی درون سلولی کم می باشد، اما میزان 

   0بووویوووان بوووازای تووووده زیسوووتوووی در حووودود 

 cellmg/g ( که در مقایسه با بویوان در 22گزارش شده است .)

سویه اشریشیاکلی بسیار پایین است. در موطوالوعوه حواضور 

های پروتینی موجود در آنالیز ژل الکوتوروفوورز دارای   آلودگی

کیلودالتوون  34و  20، 24، 19، 1032های مولکولی تقریبی   وزن

هستند. بنابراین با توجه به پایین بودن وزن موولوکوولوی ایون 

توان انتظار داشت با حذف عصاره سلولی از پری   ها، می  پروتئین

ها نیز کاهش یابد. اما به دلیول زموان بور   پلاسم، میزان آلودگی

بودن فرآیند در این تحقیق از آن صرفه نظر شد. ضمن ایونوکوه 

هوای  استخرا  پروتین فسای پری پلاسمی نویوازمونود روش

هوا در   اختصاصی است. اما به منظور کاهش اتصوال آلوودگوی

بافرهای لویوز اضوافوه شود.   Ni-NTAفرآیند تخلیص به ژل

 همچنین شستشو و متعادل سازی با تنظیم مقدار ایومویودازول

 میلی مولار( انجام شد. بدین تورتویوب موقودار اتصوال  25) 

پروتئین های غیر هدف به ستون کاهش محسوس یافت و در 

نتیجه در مرحله الوشن کیفیت محصول خالص شده افوزایوش 

 قابل توجه ای پیدا کرد.

 

 نتیجه  یری          

نتایج این پژوهش نشان داد که پوروتویون فویووژن هوورموون 

بوه موقودار    Trxرشدانسانی نوترکیب محلول توسط برچسب 

سلول   مناسبی  می تواند بیان شود. به طوری که از هر یک گرم

مویولوی  2234مرطوب با استفاده از برچسب هیستیدینی مقدار 

گرم پروتئین فیوژن هورمون رشد جداسازی و خالص سوازی 

% تعیین گردید که این مقدار بیوان و 31شد. میزان راندمان کل 

راندمان تخلیص با توجه به سایر تحقیقاا انوجوام شوده در 

 کشور قابل توجه می باشد.
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 نویسندگان تمامی نکاا اخلاقی شامل عودم سورقوت ادبوی، 

انتشار دوگانه، تحری  داده ها و داده سازی را در این موقوالوه 

 رعایت کرده اند.
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زیستی دانشگاه صنعتی مالک اشتر به دلیل همکاری صمیموانوه 

 در این پژوهش کمال امتنان را دارند.
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Abstract 

Background & Objectives: Human growth hormone (hGH) or somatotropin is a single chain  

polypeptide that consisting of 191 amino acid residues and a molecular weight of 22kDa. The purpose 

of this study was to evaluate the production and purification of the soluble form of recombinant human 

growth hormone in the lab-scale. 

Material & Methods: In this study, the recombinant E. coli containing the plasmid pET32a(+)-hGH 

was used. To obtain high-level production of soluble hGH in the cytoplasm was used from Trx tag and 

for the purification process of hGH was used from His tag. The bacteria were grown in LB and TB 

culture media at 25 ⁰C. The purification process carried out based on affinity chromatography using  

Ni-NTA resin. 

Results: The SDS-PAGE analysis showed 55% hGH expression that 33.7% expressed as soluble and 

18.8% expressed as IBs. The amount of hGH fusion protein purified through a Ni-NTA column was 

22. 4 mg per gram of wet cells. 

Conclusion: The results of this study indicate that hGH-Trx fusion protein was properly expressed. 

The purity of hGH fusion protein purified by the histidine-tagged protein purification method was  

determined by 91% with a total yield of 38%. 

Keywords: Recombinant human growth hormone (rhGH), Cytoplasmic expression, Affinity  

chromatography. 
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