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 چكيده
 تركيب هاي نو پروتئينيدولطي تكه  سيتوپلاسمي يهاتشكيل تجمعكاهش توقف يا هاي مختلفي براي روش
اين  .باشدها ميپروتئين هاي ملكولي با اينبيان همزمان چاپرون  يكي از آنها.شوند پيشنهاد شده استايجاد مي
از تجمع آنها جلوگيري   وشوندهاي تازه سنتز شده ميسب پروتئينباعث فولدينگ منا ،هاي ملكوليچاپرون

 hbFGF  هاي نامحلول فاكتور رشد فيبرو بلاستي بازي انسانييزان پروتئين براي كاهش م، در طرح حاضر.كنندمي
ها در كاهش ميزان ي ميزان تأثير هر كدام از چاپرونجهت بررس . شدها استفادهاز چاپرون از بيان همزمان تعدادي

-اپرونداراي تركيب چpG-KJE8 پلاسميد از دو  ،هاي هدف نامحلول و مقايسه آنها با يكديگرپروتئين
  GroEL / GroESهايداراي چاپرون pGro7 پلاسميد و GroEL / GroES / Dnak / Dnaj / GrpEهاي

ميزان پروتئين نوتركيب محلول توليد شده با  hbFGF  ها باپروتئينپس از بيان همزمان اين چاپرون .شداستفاده 
 بيان نتايج بدست آمده نشان داد كه .ري شدگي وسترن بلاتينگ و الايزا اندازه،SDS-PAGEاستفاده از تكنيكهاي  

 /GroEL هاي چاپرونبيشتر از  GroEL/ GroES / Dnak / Dnaj / GrpE هايهمزمان تركيب چاپرون
GroESتواند ميانتخاب تركيب چاپروني مناسب  .شودمحلول نا هاي هدفپروتئينكاهش  تواند باعث به تنهايي مي

 نقش مهمي Dnakخانواده  .هاي نوتركيب ايفاء كندپروتئينو يا فولدينگ صحيح پايداري نقش مهمي را در افزايش 
 با افزايش پايداري GroELS يهان در حاليكه چاپرو،را در فولدينگ پروتئين هدف و افزايش فرم محلول آن دارد

rhbFGF باعث افزايش تجمع آن و بالطبع افزايش ميزان كل hbFGFگردد توليد شده مي.  
  ، فولدينگهاي ملكولي، چاپرونhbFGF  : كليديهايواژه

  
  مقدمه

 به عنوان hbFGF  انسانيbFGFاستفاده از 
 Ischemicيك عامل درماني در بهبود بيماري 

Cardiovascularبسيار اميدواركننده بوده است  .
هاي زيادي در مورد نقش اين عامل به علاوه پيشرفت

يگر از  بهبود گروهي دها ودر ترميم بافترشد 

 پاركينسون به دست آمده وها مثل آلزايمر بيماري
 از هيپوفيز  ابتدا اين عامل رشداگر چه. )1و2( است

وسيله بسياري از ه كن توليد آن بيل ،گاو به دست آمد
هاي گاو مثل مغز، هيپو ها و بافتانواع سلول

تالاموس، كليه، تيموس و غده آدرنال به اثبات رسيده 
  .)3( ها تخليص شده استو از اين بافت
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به دليل امكان تهيه مقادير بسيار ناچيز فاكتور 
 با منشاء hbFGFرشد فيبروبلاستي بازي انساني 

 طبيعي و با توجه به كاربرد اين فاكتور در تحقيقات
هاي ي، پژوهشيباليني، علوم پايه و صنايع دارو

 به صورت متعددي در زمينه توليد اين فاكتور
 در طي توليد .)4( گرفته استنوتركيب صورت 

hbFGF نوتركيب در باكتري E.coli،  مقادير
محلول انكلوژن از اين پروتئين به صورت نازيادي 

هاي ها تجمعن باديانكلوژ .)5( بادي توليد گرديد
هاي  كه اغلب طي تشكيل پروتئين،ندپروتئيني هست

 هميشه ،كليبه طور .شوندتركيب ايجاد مينو
هاي ي زيادي در تلاش براي بيان ژنمالمشكلات احت

هاي ديگر وجود و ميزبان E.coli هترولوگوس در
 دراين فرايند با ترين مشكلي كهمعمول. داشته است
. ستهاشويم، تشكيل انكلوژن باديمي آن رو به رو

تركيب و دستيابي  افزايش محصول يك پروتئين نو
به ساختار صحيح و همچنين كاهش ميزان رسوب 

، هميشه ذهن ئين هدف در سلول در طي توليدپروت
بدين . محققين را به خود معطوف ساخته است

 هاي روشهاي اخير و با پيشرفتي سالمنظور ط
متعددي براي افزايش ي هاشيوهمهندسي ژنتيك، 

 جملهآن از كه ميزان حلاليت ابداع شده است
ها، استفاده از  تغيير سرعت سنتز پروتئينتوان¬مي

هاي فيوژن، موتاسيون در پروتئين هدف، پروتئين
هاي همزمان چاپرونشرايط مساعد كشت و بيان 

  .)6 ( را نام بردملكولي
ها و تجمع فولدينگ ابتدايي پروتئين

 هاينياز به مشاركت ملكول، هاي پروتئينيكمپلكس
 هاي با اتصال به قسمتهااين ملكول .چاپرون دارد

به  ها از تجمع آن،گريز بر روي پروتئين هدف آب
يرفعال انكلوژن بادي جلوگيري غشكل نامحلول و 

كنند كه شكل طبيعي ها كمك مي و به پروتئينكرده
هاي  چاپرون.)7 (ورندآدست ه پايدارشان را ب

خانواده بسيار بزرگ و متنوعي را  تشكيل ،ملكولي
-ندازه ملكولي طبقه بندي مي كه براساس ااندداده
ها نگهداري پلي آن اكثرعمل مشترك  .شوند

 Intermediateورتصه، بNon-native-پپتيدهاي
پذيري مناسب و  مستعد براي شكليحالت در

در شرايط نرمال و ها آنمع جلوگيري از تج
  .)8 (استرسيتحت فشار است

 ندتوانمي hsp70 و hsp60هاي چاپرونيسيستم
هايي كه فولد اشتباه دارند، از  باز كردن پروتئينبا

، وارد عمل شوند ATPطريق يك مسير وابسته به 
)9( .trigger factor TF، هاي چاپرونيسيستم 

Dnak و GroEL ، كه در  هستند هاييچاپرون
  .)1( ها نقش دارندفولدينگ پروتئين

 هاچاپرون دو تركيب مختلف از ضر، اثر حادرمقاله
 مورد ، محلولhbFGFافزايش ميزان پروتئين  در را

 دو ،بدين منظور .قرار داديممقايسه بررسي و 
داراي  pGro7و pG-KJE8 پلاسميد چاپروني 

 / GroEL / GroES / Dnakهاي چاپرونتركيب
Dnaj / GrpE  هاي چاپرونو GroEL / 

GroES گانه به داخل سلولجدابه طور  را 
OrigamiBDE3 سپس پلاسميد انتقال داده ، 

pET-1008سميد مل پلا حاهايرا به داخل سلول
بيان همزمان   والقا پس از .يمچاپروني انتقال داد

 هاي ملكولي، چاپرون باhbFGFهاي تئينپرو
 و سترن بلاتينگ و، SDS-PAGEها توسط  بررسي

   .الايزا انجام شد
  

   هامواد و روش
و  competent cell هاي مستعدتهيه سلول

به pGro7  وpG-KJE8 پلاسميدهاي انتقال
  OrigamiB DE3هاي داخل سلول
 pG-KJE8 چاپرونيپلاسميدهاي ساختار 

خريداري  ژاپن TAKARA يكمپانازكه  pGro7و
جهت تهيه  . قابل مشاهده است1 در تصوير ندشد

  راهاآن ابتداOrigamiB DE3 هاي مستعد سلول
و شوك در مجاورت كلريد كلسيم با قرار دادن 

 ها آماده كرديماي پذيرش پلاسميدحرارتي بر
 محصول را روي ،ها پلاسميدانتقال پس از .)11،10(

 به علت  تاداديم كشت مفنيكلكلراپليت آگار حاوي 
 پلاسميدهااين وجود ژن مقاومت به كلرامفنيكل در 

 بر روي آن  چاپرونيهاي واجد پلاسميدفقط كلني
    .رشد نمايند
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 .pG-KJE8 و pGro7 هاي  پلاسميدساختار -1 صويرت

  
-pG   وpGro7 يدهايپلاسم  آنزيميمهض

KJE8  
 ابتدا پلاسميدها با استفاده از ،انتقال جهت اثبات

  سپس هضم آنزيمي پلاسميد. تخليص شدند،كيت
pG-KJE توسط آنزيم NdeI و هضم آنزيمي

انجام شد   Bgl II توسط آنزيمpGro7  پلاسميد
 و  اين پلاسميدها در دسترس نيستنقشه ژنتيكي

د از مكاتبه با شركت سايت برش دو آنزيم مذكور بع
TAKARAتوسط اين شركت معرفي شد . 

 DNA ladderمحصول هضم آنزيمي به همراه 
 لود شدند و درصد1ارز  روي ژل آگشركت فرمنتاز

 DNA محل هر باند بعد از اتمام الكتروفورز،
 با قرار دادن ژل بر متفاوتهاي   با اندازهپلاسميدي

 UVرابنفش روي دستگاه ترانس لوميناتور كه نور ف
  .د گرديتاباند، مشخص را به ژل مي

  
  پلاسـميد  انتقـال هـاي مـستعد و  سلول تهيه

pET-1008 هايبه داخل سلول OrigamiB 
DE3 حاوي پلاسميدهاي چاپروني   

  تهيه و ترانسفورميشن،هاي مستعدسلول
محصول را روي   انجام شد pET-1008پلاسميد

  كشتنسيليو آمپي مفنيكلاپليت آگار حاوي كلر
هاي واجد پلاسميد چاپروني و  تا فقط كلنيداديم

 .روي آن رشد نمايند  pET-1008پلاسميد

  
 در هاhsp وhbFGF   و بيان همزمانالقا

E.coli  
و   چاپرونيحاوي پلاسميد هايباكتري
 LB محيط كشت ml 5 در pET-1008پلاسميد

 جهت غربال مفنيكلاكلر  وسيلين آمپيمايع واجد
-L وي هر دو پلاسميد مذكور و حاهايسلول

Arabinose جهت القاي بيان  تتراسايكلينو 
كشت داده  C37˚دماي  در چاپرون هايمولكول
 ، رسيد5/0 به حدود A600 در OD  زماني كه.شدند

IPTG براي ابراز  راhbFGF 5. نموديم اضافه 
ها ، انكوباسيون متوقف و سلول القاعملساعت بعد از

جمع  rpm×6000  دقيقه،1ژ وسيله سانتريفوه ب
  .آوري شدند

  
  استخراج پروتئين سلول

 50   بافر ليز كننده شاممحلولميكروليتر  200
Mm بابافر فسفات pH 7.2 0.1 داراي Mm فنيل 

  PMSF، 0.5mM متيل سولفونيل فلورايد

MgCl2، EDTA 1mM وlysosyme 
250µg/ml  هاي سلولي رسوب را به هر كدام از
رار داديم وسپس  نيم ساعت در يخ قاضافه كرده و

براي شكستن ديواره باكتري و عمل سونيكاسيون، 
 با فواصل  ثانيه30 ها، به مدت آزاد كردن پروتئين
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. ها اعمال شد  براي تمام نمونه دقيقه1ماني ز
آيد كل  محصولي كه بعد از سونيكاسيون به دست مي

هاي محلول و تئين كه مخلوطي از پرواستپروتئين 
 براي جدا كردن .استمحلول در سيتوپلاسم ا ن

از  ،هاي نامحلولنئيهاي محلول از پروتپروتئين
 دقيقه 5 به مدت rpm×13000 وژ با دور يسانتريف

جهت بررسي تاثير بيان همزمان دو  .استفاده شد
برروي ميزان هاي چاپرون تركيب مختلف از ملكول
-SDSروش ، از  hbFGFحلاليت پروتئين هدف

PAGE ،هاي اختصاصي ميآنزنگ يوسترن بلات
كيت الايزاي اختصاصي  ELISA  وSigmaشركت 

hbFGF ساخت شركت R&Dاستفاده شد . 
  

  بلاتينگنوستر
هاي بسيار روش وسترن بلاتينگ يكي از روش

صيت حساسيت و اختصا  با،دقيق و كارآمد امروزي
 يمتوان¬مي استفاده از اين روش با. لاستبسيار با
ها را در ميان مجموعه اي از پروتئين ي خاصپروتئين

دست ه را ب لكولي آنوتشخيص داده و همزمان وزن م
 -  PAGE  داخل ژلرهايي كه دپروتئين. آوريم
SDS ،با  به لحاظ اندازه از يكديگر جدا شده بودند

 روي كاغذ نيترو سلولز استفاده از ولتاژ الكتريكي بر
راي انتقال نگ بوسترن بلاتي .يابندانتقال مي

 به الكتروفورزهاي تفكيك شده بر روي ژل پروتئين
ها به  پس از انتقال پروتئين.شود   استفاده ميغشا
ها ها براي مشخص كردن آن از آنتي بادي،غشا

  .)12( شود  استفاده مي
  

  االايز
كنش اساس وا پايه اساسي آزمون الايزا بر

 يك ،يزاهاي الا در آزمون. ژن است بادي با آنتي آنتي
 واكنش ،ژن مشخص بادي اختصاصي با يك آنتي آنتي
بادي اتصال   و سپس با استفاده از يك آنتيدهدمي

ن سيستم نشانگر، آزمون عنواه يافته با يك آنزيم ب
 با افزودن سوبستراي آنزيم ،نهايت در و يابدادامه مي

به محصول كه يك مادة رنگي است و تبديل سوبسترا 
ه  طول موج رنگ ب.رسد ه پايان ميآزمون الايزا ب

ا بادي و ي دست آمده كه نشانگر حضور يك آنتي

 توسط يك دستگاه ،ژن و نيز غلظت آن است آنتي
  .)12 (شودو ثبت مي تعيين ،اسپكتروفتومتر

  
  نتايج

   وpG-KJE8  پلاسميدهاييد انتقاليتأ
pGro7هايبه داخل سلول OrigamiB 

DE3توسط هضم آنزيمي  
هضم  ،Nde Iو   Bgl IIهايه از آنزيما استفادب

انجام pG-KJE8 و pGro7 آنزيمي پلاسميدهاي
 bp 5400 با اندازهpGro7  پلاسميديات قطع.شد
بر روي ژل  bp11100  با اندازه pG-KJE8  و

 .)2 تصوير( مشاهده شد
  

رز يك بعدي دست آمده از الكتروفوه نتايج ب
  SDS-PAGE هاي بيان شدهپروتئين

 / GroEL هايچاپرون ،pG-KJE8پلاسميد 
GroES / Dnak / Dnaj / GrpE  را تحت

 بيان  araBپروموتور وPtz1 پروموتور كنترل 
از اين پلاسميد به منظور بررسي تاثير بيان . كندمي

با فاكتور رشد  همزمان اين تركيب چاپروني
 3 كه در تصوير گونههمان. فيبروبلاستي استفاده شد

 هاي يد پروتئين تول،شودمشاهده مي
hbFGFهايي كه داراي هر دو محلول در سلول
، دهستنpET-1008 و pG-KJE8  پلاسميد

 pET-1008هايي كه فقط پلاسميد نسبت به سلول
 .باشند، بالاتر است ميندرا دار

 
 و GroEL يها چاپرون،pGro7 پلاسميد
GroES  پروموتوررا تحت كنترلaraB  بيان 

د به منظور بررسي تاثير بيان واز اين پلاسمي كندمي
ها با فاكتور رشد فيبروبلاستي همزمان اين چاپرون

 مشاهده 4طور كه در تصوير همان. استفاده شد
محلول در hbFGF هاي  توليد پروتئين،شودمي

  و pGro7هاي هايي كه داراي پلاسميدسلول
pET-1008هايي كه فقط ، نسبت به سلولندهست

ند، به ميزان كمي بالا دار را pET-1008پلاسميد 
نيز تا حدودي Total proteins  ميزان. رفته است
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-يت تغيير قابل ملاحظه كه در نها استافزايش يافته
   .دهد محلول نشان نميهايدر ميزان پروتئين اي را

                                 
M   1    2

3000 bp

10000 bp
6000 bp

         
 كـه بـا آنـزيم    pG-KJE8پلاسـميد   :1سـتون  -2تصوير
NdeI  پلاسـميد : 2 سـتون  ؛ برش خورده اسـت pGro7 

 M: DNA . بـرش خـورده اسـت   Bgl IIكـه بـا آنـزيم    
ladder   

  
  دست آمده از وسترن بلاتينگه نتايج ب

از روش  ،به منظور بررسي بيان پروتئين نوتركيب
در . حساس و اختصاصي وسترن بلاتينگ استفاده شد

ل قاب ، حتي مقادير جزئي از پروتئين هدف،اين روش
رديابي تنها باند پروتئيني  ،وشاين ر. شناسايي است

جهت  .سازدپذير مي را امكانhbFGFمربوط به 
هاي هدف توسط هردو نوع سلول  پروتئينييد بيانتأ

، بعد از pGro7 و pG-KJE8حامل پلاسميدهاي 
 پس ازجدا كرده و را هاكل پروتئين كشت و القا،

 متد، بر اساس هانمونه SDS-PAGE انجام
Towbin 13، هايي كه در داخل ژل پروتئين

SDS-PAGE اندازه از يكديگر جدا شده برحسب 
با استفاده از ولتاژ الكتريكي بر روي كاغذ  بودند،

نتايج .  انتقال داده شدندµm2/0 نيترو سلولز سايز 
  .آمده است 5 حاصل از وسترن بلاتينگ در تصوير

  
 ،ول محلhbFGFهاي مقايسه ميزان پروتئين

  با استفاده از الايزا تام  محلول ونا
 كه داراي با استفاده از آزمايش الايزا

 بسيار بالاتري نسبت به  sensivityحساسيت
 و وسترن بلاتينگ است،  SDS-PAGEايهآزمون

در ابتدا با استفاده از . دست آمده  بتريدقيقنتايج 
نمونه OD450 دست آمده از سنجشه ارقام ب

هاي مختلف، يك  در غلظت hbFGFاستاندارد
سپس با قرار . منحني استاندارد ترسيم گرديد

 در ساختارها هر يك از  از حاصل O.D450دادن
منحني استاندارد، عددي به دست آمد كه با ضرب 
كردن آن در مخرج كسر رقت هر نمونه، مقدار 

نتايج حاصل از  . براي هر يك مشخص شدپروتئين
  .مده استآ 1 جدول در آزمون الايزا

دهد كه ميزان بيان نتايج حاصل از الايزا نشان مي
-OrigamiBDE3 / pET هاي محلول درپروتئين
 mg/L 22.4 ،يپلاسميد چاپرون حضور بدون1008
 ، pG-KJE8 با حضور پلاسميدكه است

 Totalميزان .  رسيده است30.7mg/Lبه
protein266 ،يپلاسميدهاي چاپرون ن بدو mg/L 

 ،pG-KJE8 پلاسميد حضوركه با  در حالي،است
تركيب  ،بنابراين. كاهش يافته است mg/L 240به

 GroEL / GroES / Dnak / Dnaj هايچاپرون
/ GrpEدف و افزايش  باعث فولدينگ پروتئين ه

  .ستميزان حلاليت شده ا
 با حضور پلاسميد نتايج حاصل از الايزا نيز 

pGro7ي هاميزان بيان پروتئين دهد كهنشان مي
 Totalميزان  شده است و mg/L 27.9 ،محلول

proteinبه mg/L  271به دليل .  رسيده است
 به طور كلي افزايش ،افزايش ميزان كل پروتئين

 ميزان حلاليت اين پلاسميد درمتري با حضور ك
تركيب  ،بنابراين .دست آمده استه ب هاپروتئين
تركيب  كمتر از، GroEL / GroES هايچاپرون
 GroEL / GroES / Dnak / Dnajهايچاپرون

/ GrpE ، دف و افزايش باعث فولدينگ پروتئين ه
   .ستميزان حلاليت شده ا

  
   بحث

 هايها، آسيب در درمان زخمhbFGFامروزه از 
هاي پوستي مثل اسكلرودرما، ، بيماريمغز استخوان

 بازسازي پيوند رگ و معده، ايسكمي مغزي، هايزخم
 .)14( دشوعدسي چشم استفاده مي

 براي افزايش ،)5 ( مطالعه قبلي ميرزاحسينيدر
، اقدام به كاهش درصد نوكلئوتيدهاي hbFGFبيان 
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GC در ناحيه N ترمينال cDNA ژن اين فاكتور 
رشد گرديد و سيستم بياني مناسبي براي اين فاكتور 

ي پروتئين نوتركيب ايجاد شد كه به مقدار قابل توجه
hbFGF ولي مقدار زيادي از ،كردرا توليد مي 

 نامحلول هاي نوتركيب توليد شده به صورتئينپروت
هدف ما  .)15 (موجود بودند ها درانكلوژن باديو

ها با با بيان همزمان چاپرون  بود كه آندراين پروژه
 اين پروتئين را ،hbFGF فاكتور رشد فيبروبلاستي

فعال از نظر بيولوژيكي بيشتر به شكل محلول يا 
  .يمنمايتوليد 

 شوك حرارتي هايبررسي ميزان تاثير پروتئين
كه نقش hsp60 وsHSP،  hsp70 هايخانواده

شوك حرارتي فعالي در تحمل شرايط استرسي مثل 
ي بر رو هاي خارجي دارند، و توليد زياد پروتئين

 هاي نوتركيب، اشكال محلول و نامحلول پروتئين
استفاده . قابل توجه بسياري از محققين بوده و هست

ها  چاپرون Co-expression بيان همزمانوش راز
هاي پروتئينفولدينگ صحيح  به منظور تسهيل روند

مرحله  در هنوز خوب، ييبا وجود كارا نوتركيب،
ه ب ؛16دارد  قرار  trial & errorخطا آزمون و

كه حتي ممكن است انتخاب چاپرون  طوري
 حصول وپايداري ماثرات منفي شديدي بر  نامناسب،

در  .)17 (نيز ادامه حيات سلول ميزبان داشته باشد
 با پروتئين  راDnaKو  GroEL-ES ،1998 سال

Cryj2 به طور همزمان بيان كردند و متوجه 
 انكلوژن تجمع و كاهش  Cryj2پايداري مشخص

 . )18 ( شدندهابادي
 بر رويكه  طي تحقيقاتي 1999در سال 

 20وزن مولكولي هاي اندوستاتين موش با پروتئين
كننده اكسيژن انساني  پروتئين تنظيم كيلو دالتون،
ORP150 كيلو دالتون و 150 با وزن مولكولي 

 انجام  كيلو دالتون14ليزوزيم انساني با وزن مولكولي 
 / GroES/GroEL/  Dnak ي ها، چاپرونشد

Dnaj/ TF / GrpE اي هدف هبر روي پروتئين

 اين كه زماني ،وم شدمعل  و گرفتمورد مطالعه قرار
  شكلد، بيشترنشوبه تنهايي بيان ميها پروتئين

 نامحلول است ولي با بيان  صورت بههاتوليد شده آن
 ميزان  به تنهايي يا با يكديگر،هااين چاپرونزياد 

  .)19 (يابدهاي نوتركيب محلول افزايش ميپروتئين
 بر روي بيان همزمان 2007 تحقيقاتي در سال

شد انجام  hbFGF  نوتركيبها با پروتئينچاپرون
 هيچ كدام از دو سيستم چاپروني   نشان دادكه

Dnakj / GrpE وGroELS ،ه به تنهايي قادر ب
اما هر . ها نيستندجلوگيري از تشكيل انكلوژن بادي

توانند باعث حل شدن ¬مي ، دو سيستم با هم
   .)20 (ها شوندانكلوژن بادي

ها كيب مختلف ازچاپروندو تر در طرح حاضر، اثر
مورد  ، محلولhbFGFافزايش ميزان پروتئين  در

 نتايج به دست آمده از. بررسي و مقايسه قرار گرفت
تركيب دهد مياين تحقيق نشان 

 GroEL / GroES / Dnak / Dnajهايچاپرون
/ GrpEكه درپلاسميد  pG-KJE8شوندبيان مي ،

ايش  نوتركيب محلول را افزهايميزان پروتئين
كه بيان تركيب  در حالي. دهدمي

 درپلاسميد  GroES/ GroELهايچاپرون
pGro7كيب محلول را به هاي نوتر پروتئيننتوانست

بيان همزمان  .ي افزايش دهدميزان قابل توجه
تركيب   وTrigger Factorمانند  هاي ديگرچاپرون

 / Dnakj دو سيستم چاپرونياين چاپرون با 
GrpEوGroELSنوتركيب زايش پروتئين جهت اف 

hbFGFشود نيز پيشنهاد مي محلول.  
دست آمده نشان دهنده اين است كه نتايج به 

و Dnakj/GrpE  هايبيان همزمان تركيب چاپرون
GroELSازبيشتر ،فاكتور رشد فيبروبلاستي  با  

 ، Dnakj/GrpE بدون همراهي GroEL سيستم
هاي نوتركيب قادر به افزايش ميزان پروتئين

hbFGFاست  محلول.  
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سلول : b ؛ pET-1008حاوي پلاسميدOrigami BDE3 سلول  SDS-PAGE 18%. :aك بعدي يالكتروفورز  -3 تصوير

OrigamiBDE3 پلاسميدهايحاوي  pG- KJE8وpET-1008 ؛:In  ؛عصاره سلوليهاي نامحلول پرونئينS :هاي محلول پرونئين
   . ماركر وزن ملكولي:M؛ه سلوليعصاري ها كل پروتئين : T؛عصاره سلولي

  

                
. SDS-PAGE 18%ك بعدي يالكتروفورز  -4 تصوير

 وpGro7 حاوي پلاسميدهاي Origami BDE3 سلول
pET-1008 .:In ؛عصاره سلوليهاي نامحلول ئينتپرو S :

عصاره ي هاكل پروتئين: T؛عصاره سلوليهاي محلول پرونئين
  . ماركر وزن ملكولي:M ؛سلولي

25kd

18.4kd

14.4kd

  
  

 سلول :1ستون . آناليز وسترن بلاتينگ-5 تصوير
Origami BDE3 حاوي پلاسميدpET-1008 2ستون  ؛: 

hbFGF سلول: 3ستون ؛ خالص Origami BDE3  حاوي
 سلول :4  ستون؛ pET-1008وpGro7 پلاسميدهاي

OrigamiBDE3 پلاسميدهايحاوي  pG- KJE8وpET-
1008.  

  نتايج حاصل از آزمون الايزا -1جدول
Volume 

mg/l culture OD 450 nm Dilution 
rate 

Expression system 
Soluble Fraction/ Insoluble /Total 

250 0.731 1/10000000 OrigamiBDE3  / pET-1008 
Insoluble 

22.4 0.663 1/1000000 OrigamiBDE3  / pET-1008/ 
Soluble 

240 0.711 1/10000000 OrigamiBDE3  / pET-1008,pG-KJE8 
Insoluble 

271 0.765 1/10000000 OrigamiBDE3  / pET-1008,pGro7/ Insoluble 

27.9 0.799 1/1000000 OrigamiBDE3  / pET-1008, pGro7 
Soluble 

266 0.761 1/10000000 OrigamiBDE3  / pET-1008 
Total 

271 0.773 1/10000000  OrigamiBDE3  / pET-1008, pGro7 
Total 
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240 0.711 1/10000000 OrigamiBDE3  / pET-1008,pG-KJE8 
Total 

0.00 0.00 1/10000 OrigamiBDE3  / pET-1008 
negative control 
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