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Expression, Purification, and Characterization of IP3-binding 
Domain from Human Type 2

[1] Inositol trisphosphate and calcium signalling [2] Cell signalling. A tale of two messengers 
[3] A cerebellar Purkinje cell marker P400 protein is an inositol 1,4,5-trisphosphate
(InsP3) receptor protein. Purification and characterization of InsP3 receptor complex [4] 
Purification and characterization of 240-kDa cGMP-dependent protein kinase substrate of 
vascular smooth muscle. Close resemblance to inositol 1,4,5-trisphosphate receptor [5] 
Purification and characterization of the human type 1 Ins(1,4,5)P3 receptor from platelets 
and comparison with receptor subtypes in other normal and transformed blood cells [6] 
Structure and expression of the rat inositol 1,4,5-trisphosphate receptor [7] Cloning and
characterization of human type 2 and type 3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptors [8] 
Primary structure, ligand binding, and localization of the human type 3 inositol 
1,4,5-trisphosphate receptor expressed in intestinal epithelium [9] Determination of 
relative amounts of inositol trisphosphate receptor mRNA isoforms by ratio polymerase 
chain reaction [10] IP3 receptors: The search for structure [11] Widespread expression of 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 gene (Insp3r 1) in the mouse central nervous 
system [12] Structure and function of inositol 1,4,5-trisphosphate receptor [13] Structure
of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor binding core in complex with its ligand [14] A
novel luminescent biosensor for rapid monitoring of IP3 by split-luciferase complementary 
assay [15] The heat shock response of Escherichia coli 

Aims IP3 is a key regulator molecule in the message transmission pathway, and releases 
calcium into the cytoplasm by binding intracellular IP3R receptors on the surface of the internal 
calcium stores. The aim of this study was expression, purification, and characterization of IP3-
binding domain from human type 2.
Materials & Methods In this experimental study, the pET-28a plasmid of the carrier of the 
IP3BD gene was transferred to the E.coli expression strain BL21 (DE3) by chemical method. In 
order to optimize the expression in the bacterial system, the expression was studied in different 
conditions, and various temperatures such as 16, 18, 20, and 24°C, the different times after 
incubation, type of inducer, and its different concentrations were investigated. The induced 
bacteria were purified on the basis of thermal shock through nickel column for chromatography 
and the purity of the protein was measured through SDS-PAGE. The fluorescence emission of 
IP3-binding domain was measured in the presence and absence of an IP3 ligand at wavelength 
of 295nm.
Findings Protein did not have a significant expression in LB, TB, and 2xYT environments, and 
no changes were observed at different times. Expression of bacterial protein at 20°C based on 
thermal shock of 42°C was higher than in all cases. The purification of the induced bacteria 
was difficultly repeated due to thermal shock, and the purified samples did not have high 
concentrations. The fluorescence emission of the protein decreased in the presence of the IP3 
ligand.
Conclusion The bacterial expression of IP3-binding domain from human type 2 is weak, but the 
expression of protein increases with the induction of shock of 42°C.
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  چکيده
و با  است یامانتقال پ یرکننده در مس یمتنظ یدیمولکول کل یک IP3 :فاهدا

 یسلول داخل یمکلس یرسطح ذخا یرو IP3R یسلول درون یها یرندهاتصال به گ
 یان،ب این پژوهش،هدف شود.  یم یتوپلاسمبه درون س یمکلس یباعث آزادساز

  ی بود.انسان ۲نوع  IP3 (IP3BD:1-604 aa)شونده به  متصل ینمود یاتخصوص یینو تع یصتخل
 IP3BDحامل ژن  pET-28a یدحاضر، پلاسم یدر پژوهش تجربها:  مواد و روش
 BL21 (DE3) سویه E.coliیانی ب های یبه داخل باکتر یمیاییبا روش ش

مختلف  یطدر شرا یانب یایی،باکتر یستمدر س یانب سازی ینهبه یمنتقل شد. برا
، Cº۲۴و  ۲۰، ۱۸، ۱۶مختلف از جمله بیان  یقرار گرفت و دماها یمورد بررس

 .شدبررسی مختلف آن  یها ، نوع القاکننده و غلظتمختلف بعد از القا یها زمان
ستون  یلیتما یاز طريق کروماتوگراف یالقاشده براساس شوک حرارت های یباكتر
 .شد یبررس SDS-PAGEسفارز تخليص و ميزان خلوص پروتئين از طريق  - نيکل

 IP3در حضور و عدم حضور لیگاند  IP3شونده به  نشر فلورسانس دومین متصل
   گیری شد. نانومتر اندازه۲۹۵در طول موج 

نداشت و  یقابل توجه یانب 2xYTو  TBو  LB های یطدر مح ینپروتئها:  یافته
بیان پروتئین باکتری در دمای  .در آن مشاهده نشد ییریمختلف تغ یها در زمان Cº۲۰  براساس شوک حرارتیºC۴۲ نسبت به تمام حالات بیشتر بود. تخلیص 
 یها شد و نمونه تکرار می یسخت هب یالقاشده براساس شوک حرارت های یباكتر
  .یافتکاهش  IP3 یگانددر حضور ل پروتئین انسفلورس نشر نداشتند. ییغلظت بالا یزشده ن خالص
گونه  ۲نوع  یرندهاز گ IP3به  شونده متصل ینمود یاییباکتر یانب گیری: نتیجه
بیان پروتئین تا حدود نسبتاً  Cº۴۲ضعیف است، ولی با القای شوک  یانسان

 یابد. زیادی افزایش می
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  مقدمه
بر ثانویه است که با هیدرولیز  یک پیام (IP3)فسفات  تری ینوزیتولا

 C -فسفات توسط فسفولیپاز بیس - ۵و  ۴اینوزیتول  فسفاتیدیل
نقش مهمی در آزادسازی کلسیم از ذخایر  IP3. شود تولید می

به  IP3سلولی از طریق اتصال  سلولی دارد. خروج کلسیم داخل
های روی  و بازشدن کانال IP3 (IP3R)پروتئین غشایی گیرنده 

شود. اختلال در این مسیر منجر به اختلالات  غشا انجام می
های متابولیک  دنبال آن بسیاری از بیماری متابولیزمی و به

  .[3-1]شود می
هستند و از نظر  ۳و  ۲و  ۱دارای سه نوع ایزوفرم  IP3های  گیرنده

هموتترامر  IP3R% مشابهت دارند. سه ایزوفرم ۷۰ساختاری حدود 
اسیدآمینه تشکیل شده  ۲۷۰۰یا هتروتترامر هستند و هر زیرواحد از 

کیلودالتون است. هر زیرواحد سه ۳۰۰و وزن هر کدام از آنها حدود 
صورت شش  ه عملکردی دارد. ناحیه منفذ کانال یونی که بهناحی

ترمینال قرار دارد. ناحیه  - cهلیکس غشاگذر است و در بخش 
ترمینال قرار دارد و بخش وسط این دو  - Nدر قسمت  IP3اتصال 

ناحیه که محل اتصال کلسیم به این گیرنده است، ناحیه 
 ۴۰۰حدوداً شامل  ترمینال - Cکننده نامیده شده است. ناحیه  تنظیم

اسیدآمینه و ناحیه  ۶۰۰ترمینال شامل  - Nاسیدآمینه، ناحیه 
 ۲۲۳ .[4 ,3]اسیدآمینه است ۱۷۰۰کننده مرکزی شامل  تنظیم

 IP3عنوان ناحیه سرکوبگر اتصال  اسیدآمینه اول این گیرنده به
دار اتصال  شناخته شده و حذف این ناحیه منجر به افزایش معنی IP3 و نشان داده شده است که نقش مهمی در شود  به گیرنده می

دهنده کانال  کنش ناحیه اتصال لیگاند به انتهای تشکیل میان
ترمینال عامل  - cاسیدآمینه انتهایی در قسمت  ۱۶۰ کلسیم دارد.

ترمینال به تعدادی از  N–و  Cشدن کانال است. ناحیه  بسته
جر به تنظیم شوند که این امر من سلولی متصل می های درون مولکول

از چهار قسمت تاخورده  IP3Rشود. کانال  می IP3Rعملکرد کانال 
ای دارد و اندازه آن  و متقارن تشکیل شده است، یک شکل دایره

بُعدی مشخص  آنگستروم است. براساس ساختارهای سه۲۵۰-۱۹۰
  .[8-5 ,3 ,1]شده که این کانال حاوی دو ناحیه غشاگذر و سیتوپلاسمی است

 ۱از گیرنده نوع  IP3 (IP3BD)شونده به  تاکنون دومین متصل
گونه موشی مورد مطالعه قرار گرفته و ساختار آن گزارش شده 

انسانی مورد مطالعه قرار  IP3، ولی هیچ نوعی از گیرنده [9]است
بالاترین افینیتی  IP3گیرنده  ۲نگرفته است. با توجه به اینکه نوع 

تاکنون بیان این پروتئین از نوع انسانی و  [10]را به لیگاند دارد
صورت نوترکیب در سیستم باکتریایی بررسی نشده است، بنابراین  به

هدف پژوهش حاضر بررسی بیان، تخلیص و تعیین خصوصیات 
  .بودانسانی  ۲گیرنده نوع  IP3شونده به  ساختاری دومین متصل

  ها مواد و روش
 IP3BDحامل ژن  pET-28aدر پژوهش تجربی حاضر، پلاسمید 

سویه  اشرشیاکلیهای بیانی  باکتریبا روش شیمیایی به داخل  BL21 (DE3) .لوریا  یطمح یرو یدحامل پلاسم یباکتر منتقل شد
 یطمحلیتر  میلی۱۰وارد  ها یاز کلون یکیکشت و  ،آگار (LB)برتانی 
 گرم بر لیتر۵، عصاره مخمر گرم بر لیتر۱۰ یپتون(تر LB یعکشت ما

 یترل یلیبر م یکروگرمم۵۰ ی) حاوگرم بر لیتر۱۰ کلرید سدیم و
در انکوباتور در  اعتس ۱۴مدت  و بهشد  یسینکاناما یوتیکب یآنت
چگالی ≈۵/۱( قرار داده شددور در دقیقه ۲۲۰ ربا دو Cº۳۷ی دما

 به یاییباکتر یونسوسپانس یناز ایتر کرولیم۵۰۰سپس  نوری).
اضافه و در انکوباتور در  یسینکاناما یحاو LB یطمحلیتر  میلی۱۵۰
چگالی  قرار داده شد تا بهدور در دقیقه ۲۲۰و با دور  Cº۳۷ یدما
مولار و  یلیم۴سپس لاکتوز  .برسد ۸/۰-۹/۰ دحدو (OD) نوری
مولار  یلیم یمن (IPTG) یوگالاکتوپیرانوزیدت ید-بتا-  یزوپروپیلا

دور در دقیقه ۲۲۰ و با دور Cº۲۰ یساعت در دما ۲مدت  اضافه و به
با دور  Cº۴۲ یدر دما یونسوسپانس ینسپس ا شد. قرار داده

 یبرا .داده شد یشوک حرارت یقهدق۳۰مدت  بهدور در دقیقه ۲۲۰
با همان دور و  Cº۲۰ یدر دما یونسوسپانس داً ادامه مجد

سازی بیان در  برای بهینه ساعت قرار داده شد. ۲۰زمان  مدت به
در شرایط مختلف مورد بررسی قرار گرفت و  سیستم باکتریایی، بیان

، ۱۲، ۶های  ، زمانCº۲۴و  ۲۰، ۱۸، ۱۶دماهای بیان مختلف از جمله 
های مختلف  ساعت بعد از القا، نوع القاکننده و غلظت ۲۴و  ۲۰، ۱۸

عصاره  ،(TB) براث یفیکترآن و انواع محیط کشت مایع مانند 
 یپس از بررس. نیز تست شد LBو  2X (2xYT)مخمر و تریپتون 

با توجه به تجارب  ین،پروتئ یفضع یانمختلف و ب یرهایمتغ
شوک  یبا القا یدر باکتر ینپروتئ یشترب یانبر ب یمبن یشگاهیآزما
ی، در انتها در دما و زمان انتخابی، محیط کشت حاوی باکتری حرارت

دقیقه و دمای ۳۰مدت  در ابتدای القا، در معرض شوک حرارتی به



  ۱۶۷  یانسان ٢نوع  IP3شونده به  متصل نیدوم اتیخصوص نییو تع صیتخل ان،یبـــ  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                          Volume 9, Issue 2, Spring 2018 

Cº۴۲  قرار داده شد. برای این کار باکتری حامل پلاسمید پس از القا
قرار  Cº۲۰ساعت در دمای بیان  ۲مدت  به IPTGمولار  میلی۵/۰با 

 Cº۴۲دقیقه در دمای ۳۰مدت  داده شد، سپس محیط القاشده به
 ۱۸انتقال داده شد و در زمان  Cº۲۰قرار گرفت و مجدداً به دمای 

 تست شد. SDS-PAGEداشته و روی ژل شده بر ساعت نمونه بیان
های القاشده، سانتریفیوژ  باکتریاستخراج محتوای سلولی: 

سپس رسوب  و )Cº۴در دمای  دور در دقیقه۶۰۰۰دقیقه با دور ۲۰(
، ایمیدازول مولار میلی۵۰ باز -باکتری در بافر لیز (تریس

و حل  )۸/۷برابر با  pH و (NaCl)کلرید  سدیم ۳۰۰، مولار میلی۵
ها توسط امواج ماورای صوت (سونیکاتور) لیز  بعد از آن باکتری

ثانیه فاصله ۴۰ای با  ثانیه۲۰مرحله  ۱۵شدند. سونیکاسیون شامل 
بین هر مرحله بود و روی یخ انجام شد. سپس محتوای سلولی 

دور در دقیقه ۱۲۰۰۰دقیقه با سرعت ۲۰مدت  حاصل از سونیکاسیون به
محلول رویی برای تخلیص پروتئین از  سانتریفیوژ و Cº۴در دمای 

  رسوب جدا شد.
دارای یک  IP3 شونده به دومین متصل پروتئین تخلیص پروتئین:

در انتهای آمینی خود است،  (His-tag)دنباله هیستیدینی 
بنابراین تخلیص این پروتئین از طریق کروماتوگرافی میل ترکیبی و 

ت. بدین منظور ابتدا سفارز انجام گرف - نیکل با استفاده از رزین
مولار، ایمیدازول  میلی۵۰باز  -ستون با بافر تعادل (تریس

) شسته و ۸/۷برابر با  pHو  NaClمولار  میلی۳۰۰مولار،  میلی۵
سپس محتوای پروتئینی حاصل از لیز سلولی (مایع رویی حاصل از 

وشوی ستون برای خروج  سانتریفیوژ) از ستون عبور داده شد. شست
ای فاقد دنباله هیستیدینی با اتصالات ضعیف توسط ه پروتئین

مولار،  میلی۲۰مولار، ایمیدازول  میلی۵۰باز  -وشو (تریس بافر شست
منظور  ) انجام گرفت. به۸/۷برابر با  pHو  NaClمولار  میلی۲۰

 ۲۰، ۵وشو با شیب ایمیدازول  افزایش خلوص پروتئین از بافر شست
شد. سرانجام برای جداسازی  ترتیب استفاده مولار به میلی۴۰و 

کنش  نهایی پروتئین که از طریق دنباله هیستیدینی با رزین میان
مولار، ایمیدازول  میلی۵۰باز  -برقرار کرده، از بافر خروج (تریس

) استفاده ۸/۷برابر با  pHو  NaClمولار  میلی۳۰۰مولار،  میلی۲۵۰
زی شد. ایمیدازول با هیستیدین رقابت کرده و باعث جداسا

شده  های خارج شود. نمونه پروتئین از رزین و خروج آن از ستون می
% در فریزر ۱۰کردن گلیسرول با غلظت نهایی  از ستون پس از اضافه

  نگهداری شد.  - Cº۲۰با دمای 
الکتروفورز  - سولفات یلدودس یمسداز روش  کنترل خلوص پروتئین:

برای تعیین درجه خلوص  (SDS-PAGE)ید آم یلآکر یژل پل
پروتئین استفاده شد. الکتروفورز در شرایط احیایی صورت گرفت و 

  کننده تهیه شد. % ژل متراکم۵% ژل جداکننده و ۵/۱۲صورت  ژل به
ايميدازول در ی دليل وجود تركيب حلقو به تعیین ساختار پروتئین:

ند مانپی اسپكتروسكوی ها تکنیکاستفاده از آن در یمی، محيط آنز
بنابراين حذف آن از محلول ، نمايد میرا ايجاد تی فلورسانس مشكلا

برابر با  pHمولار با  میلی۵۰بدين منظور از بافر تريس می است. الزا
شد که ل استفاده وخروج ايميدازی عنوان بافر دياليز برا به ۸/۷

آمونيوم  سولفات، (DTT)یتول تریوت یدمولار  لیمی یک NaCl مولار میلی۱۵۰، %۲ گليسرولدارای تعدادی مواد افزودنی از جمله 
ید اس یکتترااست ینآم ید یلناتمولار  میلی یک ومولار  میلی یک (EDTA)  .یالیز در دمای داستCº۴ ساعت انجام  ۱۴مدت  به

در  IP3BD یها ینپروتئ یفلورسانس ذات یطيف نشر گرفت.
 گیری اندازهکرومولار یم۱۰ با غلظت IP3 یگاندحضور و عدم حضور ل

  .شد
  

 ها یافته
 2xYTو  TBو  LB های پروتئین مورد نظر در محیط بیان پروتئین:

مختلف  یها کشتیط در مح یانببیان قابل توجهی نداشت و 
تغییری در آن های مختلف  ) و در زمانA-۱(شکل  نداشت ییریتغ

در  یانب یی کهمشاهده نشد (نتایج نشان داده نشده است). از آنجا
   استفاده شد. LB یطادامه کار از مح یبرا ،نداشت ییریمختلف تغ یها کشت یطمح

مولار  میلی۵/۰با غلظت ثابت  LBالقا در محیط کشت در شرایط  IPTG  تا  ۱۶در دمایCº۲۴ و  ۳۰ساعت و در دمای  ۲۰مدت  به Cº۳۷ بیان در زمان ثابت با افزایش دما تا  ،ساعت ۸مدت  به
  ).B-۱حدودی افزایش یافت (شکل 

  

  
در محیط  IP3BDپروتئین  SDS-PAGEژل ) ۱شکل 

  Cº۳۰و  ۲۴، ۲۰، ۱۶دماهای مختلف  TB  (Bو  LB ،2XYTهای کشت مختلف  محیط A)  ها و دماهای مختلف کشت
  
های مختلف  در غلظت Cº۲۰در دمای  LBدر محیط کشت  

در غلظت انجام و  ساعت ۲۰مدت  و لاکتوز بیان به IPTGالقاکننده 
تفاوت قابل توجهی در میزان بیان  IPTGمولار  میلی۵/۰یک و 

 IPTGمولار  میلی۵/۰برای ادامه کار از  و پروتئین مشاهده نشد
 Cº۲۰در دمای  IPTGمولار  میلی۵/۰ استفاده شد. بیان پروتئین در

نسبت به تمام حالات بیشتر بود  ºC۴۲اساس شوک حرارتی بر
  ).۲(شکل 

  

  
مدت  مولار به میلی۵/۰با غلظت  Cº۲۰نتایج بیان دمای ) ۲شکل 
  Cº۴۲ساعت در حالت معمولی و القای شوک حرارتی  ۲۰

 - ۲کیلودالتون) ۶۲مارکر پروتئینی ( - ۱ترتیب  از سمت چپ به 
  بیان در شرایط معمولی -۳بیان در حالت القای شوک حرارتی 

  
القاشده  های باكتری ینپروتئ تخلیص ین:استخراج و تخليص پروتئ
شد و اکثر اوقات همراه  تکرار می یسخت هب یبراساس شوک حرارت

 یزشده ن خالص یها همراه بود و نمونه یادیز نسبتاً  یبا ناخالص
  ).۳ شکل( نداشتند ییغلظت بالا
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   ۱۳۹۷ بهار، ۲، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                         فناوری دانشگاه تربیت مدرس زیست

  
با ستون   IP3BDتخلیص پروتئین SDS-PAGEژل  )۳شكل 

عصاره سلول قبل القا  - ۲کیلودالتون) ۶۲مارکر پروتئین ( -M  كروماتوگرافی تمايلی
شده  های تخلیص نمونه - ۸تا  ۴عصاره سلول بعد از القا  -۳

 خروج از ستونترتیب  به
  

در حضور و  IP3BD ی پروتئینفلورسانس ذات یمطالعات ساختار
 حضور در كه بود اين گر. اين کاهش نشر بيانیافتکاهش  IP3 یگانددر حضور ل پروتئین فلورسانس نشر :IP3 یگاندعدم حضور ل

  .)۱نمودار ( رخ دادتغییر  ینپروتئ یفضاي یدر بنا IP3 یگاندل
  

 
 

 IP3BDطيف نشری فلورسانس ذاتی پروتئین ) ۱نمودار 
  IP3در حضور و عدم حضور لیگاند 

در حضور  ۲و طیف  IP3در عدم حضور لیگاند  ۱طیف 
  است. IP3لیگاند 

  
 بحث

پژوهش حاضر با هدف بررسی بیان، تخلیص و تعیین خصوصیات 
انجام انسانی  ۲گیرنده نوع  IP3شونده به  ساختاری دومین متصل

های کوچک  های سلولی تحت تاثیر مولکول بسیاری از فعالیت .شد
برهای ثانویه تغییر  ها و پیام ها، مهارکننده و تاثیرگذار مانند هورمون

های کوچک موجب تغییر کانفورماسیون  کنند. اتصال مولکول می
سلولی  شود. کلسیم داخل دومین دارای جایگاه اتصال به لیگاند می

فرآیندهای سلولی مانند تقسیمات سلولی، در کنترل بسیاری از 
های عصبی و  های پیام رشد سلولی، مرگ سلولی و آپوپتوز، انتقال

شدن  سلولی باعث فعال های خارج غیره نقش مهمی دارد. محرک G - ها و فسفولیپاز پروتئین- C (PLC) شود. فسفولیپاز فعال می- C  منجر به هیدرولیزPLP2  و تبدیل آن بهIP3 و DAG شود.  می

موجود روی  IP3به گیرنده تترامر  IP3با اتصال چهار مولکول 
سلولی، کانال کلسیم، باز و کلسیم از  های داخل غشای اندامک
. گیرنده [12 ,11]شود سلولی به درون سیتوپلاسم رها می ذخایر داخل IP3  از نظر ساختار و عملکرد به سه دومین اصلی زیر تقسیم

  شود: می
  گیرد. شونده به لیگاند که در انتهای آمینی قرار می صالدومین ات -۱
کننده که در بخش میانی قرار  دهنده یا تنظیم دومین اتصال -۲

  شوند. گرفته و باعث انتقال سیگنال از ناحیه اتصال لیگاند می
دومین ایجادکننده کانال کلسیم که در انتهای کربوکسیلی قرار  -۳
  گیرد. می

گیرد، اما دو  در سیتوپلاسم سلول قرار می IP3دومین اتصال به 
 ۲نوع . [13]ها هستند دومین دیگر پروتئین، درون غشای اندامک

 انیو تاکنون ب [14]دارد گاندیرا به ل یتینیاف نیبالاتر IP3 رندهیگ
 ییایباکتر ستمیدر س بیصورت نوترک به یاز نوع انسان نیپروتئ نیا

طور کلی نتایج این تحقیق نشان داد که بیان  . بهنشده است یبررس
این پروتئین در باکتری خیلی ضعیف بود و تکرارپذیری خوبی 

های مختلف  نداشت. شرایط مختلف بیان اعم از محیط کشت
های متفاوت، زمان و  های مختلف با غلظت باکتری، القاکننده

محیط بیان  دماهای مختلف بیان، مورد بررسی قرار گرفت. نهایتاً در
بیان  Cº۴۲باکتری، شوک حرارتی القا شد. در حالت القای شوک 

پروتئین تا حدود نسبتاً زیادی افزایش یافت. احتمالاً در اثر القای 
سری مسیرهای باکتریایی فعال شد که در بیان   حرارت، یک

پروتئین نوترکیب اثر مثبت داشتند. این کار قبلاً در آزمایشگاه 
های نامحلول انجام شده بود که  کردن پروتئین لمنظور محلو به
طور جالبی باعث افزایش بیان پروتئین هم در حالت محلول و  به

شده از حالت  هم نامحلول شده است. در حالتی که پروتئین بیان
های سلول  دلیل بیان چاپرون نامحلول به فرم محلول تبدیل شود، به

لت افزایش میزان بیان ، ولی ع[15]در اثر شوک حرارتی بوده است
پروتئین در اثر شوک حرارتی تاکنون گزارش نشده است. در پژوهش 
حاضر نیز شوک حرارتی باعث افزایش بیان پروتئین شد، ولی 

  مکانیزم آن هنوز ناشناخته است.
سفارز نیز مانند  - نیکل شده با استفاده از رزین تخلیص پروتئین بیان

های غیراختصاصی  قات پروتئینبیان آن پیچیده بود. در اکثر او
شد و گاهی  زیادی همراه با پروتئین مورد نظر از ستون خارج می

های مختلف ایمیدازول پروتئین مورد نظر نیز  اوقات در شیب
شسته و از ستون خارج شد. نهایتاً پروتئین با غلظت نسبتاً کمی 

انسانی در حالت  ۲تخلیص شد. سپس دومین اتصال به لیگاند نوع 
مورد مطالعه کانفورماسیونی توسط  IP3تصال و عدم اتصال لیگاند ا

ین پروتئ یفلورسانس ذات یطيف نشرفلورسانس ذاتی قرار گرفت. 
کرومولار) یم۱۰غلظت (با  IP3 یگانددر حضور و عدم حضور ل

در  پروتئین فلورسانس نشر داد که نشان نتايج. شد گيری اندازه
 در كه بود اين گرکاهش نشر بيان. اين یافتکاهش  یگاندحضور ل
رخ داده که منجر به در تغییر  ینپروتئ یفضاي یدر بنا لیگاند حضور

 است شده درونی آروماتيک های معرض حلال قرارگرفتن باقيمانده
 سبب قطبی محيط به) هيدروفوب( گريز آب محيط از انتقال اين و

شده است. در واقع، کاهش نشر  پروتئین فلورسانس شدت کاهش
 تر دوست آن در محيط آب ورهایعلت قرارگرفتن فلوروف به تواند یم
   .باشد) تر فيلهيدرو(

 یانشود که ب یم یشنهادپپژوهش حاضر محدودیتی نداشت. 
مانند مخمر انجام  یوکاریوتی یها یستممورد نظر در س ینپروتئ

 یانب ،دارد یانسان منشا ینپروتئ ینا ین کهعلت ا به یدشود. شا
  باشد. یفآن ضع یاییباکتر
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 گیری نتیجه
گونه  ۲نوع  یرندهاز گ IP3به  شونده متصل ینمود یاییباکتر یانب

بیان پروتئین تا  Cº۴۲ضعیف است، ولی با القای شوک  یانسان
یابد. اتصال لیگاند به پروتئین  حدود نسبتاً زیادی افزایش می

  های آروماتیک است. نمایانگر تغییر ریزمحیط IP3شونده به  متصل
  

  موردی از سوی نویسندگان ذکر نشده است. تشکر و قدردانی:
  موردی از سوی نویسندگان ذکر نشده است. تاییدیه اخلاقی:
  موردی وجود نداشته است.تعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده  امرودی ینخع یهمرضسهم نویسندگان: 
%)؛ فرنگیس عطایی ۵۰ه بحث (کمکی/نگارند/پژوهشگر مقدمه

شناس/پژوهشگر  (نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/روش
  %)۵۰اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (
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