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CEL I endonuclease pertaining to the S1 endonuclease family. The enzyme, with its high 
specificity, has the ability to identify different types of mutations and base replacement in the 
DNA molecule, which makes it important in commercial products to use in research and clinical 
laboratories. Although the enzyme exists in the celery plant, the extraction of the enzyme is a 
time-consuming process and not economical and the yield of the final product is low. In addition, 
due to its post-translational modifications to achieve the final active structure, no report has 
published to indicate the expression of the active form of this enzyme in the bacterial hosts 
yet. Therefore, one of the production sources of the active form of this enzyme is its cloning 
and expression in eukaryotic hosts, including yeast and mammalian cell lines. In this study, 
in order to express CEL I endonuclease, its gene sequence was optimized and synthesized in 
host eukaryotic HEK293T. CEL I was subcloned by double digest with KpnI and XhoI enzymes 
in the pBudCE4.1expression vector. The expression construct was transfected into the 
HEK293T cell line by lipofectamine transfection. Expression of the recombinant protein after 
transfection into HEK293T cells was confirmed by multiple methods including polyacrylamide 
gel electrophoresis, ELISA, RT-PCR, and western blot reaction. The analysis of SDS-PAGE and 
western blot data confirmed the molecular weight of approximately 30kDa. Purification was 
carried out with the Ni-NTA column and the amount of purified protein was determined to be 
about 0.2mg/ml. Finally, the activity of endonuclease enzyme was investigated on both normal 
and mutated heteroduplex DNA amplified by PCR. The results showed that the expression of 
this protein in HEK293T host had shown sufficient activity.
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  چکيده

	CELاندونوکلئاز  I آنزیمی از خانواده ،S1  اندونوکلئازها است. این آنزیم، با
ل بازها در مولکو ینیگزیجاها و اختصاصیت بالا، توانایی شناسایی انواع جهش

DNA منظور مصارف را دارد که این امر اهمیت آن را در قالب محصولات تجاری به
کند. اگرچه این آنزیم در گیاه های بالینی دوچندان میتحقیقاتی و آزمایشگاه

بربودن فرآیند استخراج و همچنین بازدهی دلیل زمانشود اما بهکرفس یافت می
ست. علاوه بر این، با توجه به صرفه نیبهکم محصول نهایی، استخراج آن مقرون

یابی به ساختار فعال نهایی، تاکنون لزوم اعمال تغییرات پس از ترجمه برای دست
ده های باکتریایی مشاهده نشگزارشی مبنی بر بیان فرم فعال این آنزیم در میزبان

است. بنابراین یکی از منابع تولید فرم فعال این آنزیم، کلون و بیان آن در 
های سلولی پستانداران است. در این های یوکاریوتی از جمله مخمر و ردهمیزبان

سازی و بهینه HEK293Tمنظور بیان در میزبان یوکاریوتی مطالعه، توالی ژن به
در وکتور بیانی  XhoIو  KpnIهای سنتز شد. سپس توسط هضم دوگانه با آنزیم

pBudCE4.1 کلون شد. سازه بیانی مورد نظر توسط لیپوفکتامین به رده ساب
های ترانسفکت و بیان پروتئین نوترکیب از طریق روش HEK293Tسلولی 

برداری معکوس و ، الایزا، واکنش نسخهSDS‐PAGEمتعددی از جمله 
بلات وزن مولکولی و وسترن SDS‐PAGEهای بلات تایید شد. آنالیز دادهوسترن
 Ni‐NTAستون حاوی رزین کیلو دالتون را تایید کرد. تخلیص با ۳۰د در حدو

لیتر تعیین غلظت شد. گرم بر میلیمیلی۲/۰انجام و مقدار پروتئین در حدود 
محصول هترودوپلکس حاصل از  DNA یرو ،میآنز یاندونوکلئاز  تیفعالدرنهایت 

PCR ئین این پروتنتایج نشان داد که بیان  .ی شدیافته و وحشی بررسژن جهش
  فعالیت مناسبی دارد. HEK293Tدر میزبان 
  هترودوپلکس HEK293T ،DNA، رده سلولی I	CELاندونوکلئاز  هاکلیدواژه
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  مقدمه
 یوحای ترشح نیکوپروتئیگل لیمانوز کی I	CELآنزیم اندونوکلئاز 

 )graveolens	Apium( کرفس اهیبار از گنیاول کهاست ی رو ونی
 S1ی خانواده درولازهایمتعلق به گروه ه. این آنزیم [1]استخراج شد

های این . یکی از برتریاست یارشتهود DNA آن یسوبسترابوده و 
 یافته، عدم مهارشدن در حضورآنزیم در تشخیص نقاط جهش

ای خود است. از دیگر DNAدر سوبسترای  GCی بازها یبالا یمحتوا
بهینه  یدماو  ۵/۷ بهینه pHتوان به های این آنزیم، میویژگی

°C۴۵ های میگسترده آنزتحقیقاتی  یاهکاربرد. [2]اشاره کرد
 I	CELارتولوگ آنزیم  II	CEL(آنزیم  II	CELو  I	CEL اندونوکلئاز
ها باعث جهشانواع  نییجهت تعها آن ژهیو یهاییتوانااست) و 

	,1]دنر یپژوهشگران قرار گبسیاری از مورد توجه  است که امروزه شده

بازده تخلیص از یک طرف و خروج طولانی، پرهزینه و کمفرآیند . 3‐[9
های آنها با فعالیت اندونوکلئازی مشابه در طی همزمان ارتولوگ

ای هفرمفرآیند تخلیص از طرف دیگر، باعث شده است استفاده از 
. برای غلبه بر این مشکل [2]ها با مشکل مواجه شودوحشی این آنزیم

های کردن دنبالهصورت نوترکیب و با اضافهتوان این آنزیم را بهمی
هیستیدینی تولید کرد. تهیه پروتئین به روش خاص مثل دنباله پلی

 کوتاه،زمان نزیم در مدتآعلاوه بر تولید مقادیر زیاد نوترکیب 
ی نسبت به حالت وحش ی با خواص آنزیمی بهتریهانوکلئاز تواند می
ارتولوگ  که SPIتوان به نوکلئاز طور مثال، می. بهکند ایجاد آن را
CEL	I تولید پروتئین با این  های. از دیگر مزیت[10]است، اشاره کرد

منظور افزایش کارآیی و ورزی ژن مورد نظر بهروش، امکان دست
 Ca+2های جایگزینی یونتغییر و  طور مثال،بهست. فعالیت آنزیم ا

	CEL ، منجر به افزایش میزان فعالیت آنزیمMg+2جای به Sr+2و 
II از نوع  نوکلئازهای اندوآنزیم شتریببا این حال، . [11]شده است
، ی هستند. بنابراینخارج سلول ی وارشتهتکی هانیکوپروتئیگل
د. خواهد ش سازبیانی مرسوم مشکلی هاستمیآنها در اغلب س انیب

های فعال در سیستم I	CEL تلاش برای بیانبرای مثال، تاکنون 
دلیل اهمیت خانواده آنزیمی به .[12]است ناموفق بوده ،پروکاریوتی

S1 ،هااین آنزیم نوترکیب فرم تولیده های زیادی در زمینتلاش 
نوترکیب  I	CELو  SPI ن جمله تولید نوکلئازآاز ت. اس گرفته صورت

	CELو  ENDO1نوکلئاز تولید  ،[10]در سیستم باکلوویروس I 
، و [13]اگروباکتریوم در میزبانصورت بیان موقت نوترکیب به

توان نام در باکتری را می I	CELآنزیم  cDNAکردن توالی کلون
در سیستم بیانی توباموویروس  I	CELآنزیم  cDNA. توالی [2]برد

صورت نوترکیب بیان شد اما های توتون بهی برگساز از طریق آلوده
 توالی بیان و سازی. بهینه[14]ای نشده استبه عملکرد آنزیم اشاره

	CEL آنزیم ژن I و بارون توسط ۲۰۰۴ سال مخمر در سلول در 
 نوترکیب آنزیم این که شد اشاره آنها مطالعه در .شد انجام همکاران
 دهدمی برش را A/A لوپ همچنین و ناجور بازجفت هایلوپ انواع
. [14]نشد ایاشاره نوترکیب آنزیم این سوبسترایی ترجیح به اما

 هاستفاد با توتون هایبرگ در نوترکیب I	CEL آنزیم بیان همچنین
 ومآگروباکتری در موقت بیان صورتبه اگرواینفیلتراسیون روش از

آنها بیان  .گرفت صورت ۲۰۰۹ سال در همکاران و بندهمان توسط
و کیفیت بالاتری نسبت به  نوترکیب کمیت I	CELکردند که آنزیم 

 هایطوری که علاوه بر شناسایی انواع لوپنوع طبیعی آن دارد به
 I	CELکه به ندرت توسط آنزیم  T/Tهای باز ناجور، لوپجفت

  .[15]دهدشوند را نیز تشخیص میطبیعی شناسایی می
های ، برای کاربرد در زمینهI	CELزیم با توجه به اهمیت تولید آن

تم بودن سیستجاری، تحقیقاتی و بالینی، از یک طرف و نامناسب
بیانی پروکاریوتی از طرف دیگر، استفاده از سیستم بیانی مناسب و 
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ی، های وحشهای فعال و مشابه فرمبا کارآیی بالا برای تولید آنزیم
ان بیسلولی برای  هدترین ر با این حال محبوبامری ضروری است. 

تیتر بالایی تواند میکه  است HEKسلولی  هها، ردپروتئین موقت
برای  CHOهای سلول ندچهر  را تولید کند. نوترکیباز پروتئین 

مقدار  برای تولید اماشوند صورت گسترده استفاده میپایدار به بیان
 نیست. در ضمن تا بهمناسب بیان موقت  قابل قبول پروتئین در

	CELحال بیان آنزیم  I  در میزبانHEK293T  گزارش نشده
صورت کیت تجاری به II	CEL میآنز. با توجه به این که 16]‐[18است

است موجود  	TMSurveyor	nucleaseوارداتی تحت نام 
متحده آمریکا) و همچنین اطلاعات چندانی ایالات  ژنومیک؛(ترانس

. بنابراین، انجام این [19]در دسترس نیستاز جزئیات طراحی آن 
عنوان به I	CELمنظور ارزیابی امکان استفاده از آنزیم تحقیق به

های تشخیصی در در طراحی کیت II	CELجایگزینی برای آنزیم 
در این مطالعه در راستای دسترسی به  .آینده، حائز اهمیت است

سازی بیان و تولید آنزیم نوترکیب در رده رو، بهینهاهداف پیش
سازی آسان بررسی شد و با قابلیت خالص HEK293Tسلولی 

هترودوپلکس مورد  DNAدرنهایت نیز عملکرد آنزیم در تشخیص 
  ارزیابی قرار گرفت.

  

  هامواد و روش
از  DNA اجستخرا ،پلاسمید اجتخرـسا تـمطالعه کی یندر امواد: 
 ینزیمهاآجنوبی) و ؛ کرهRNA )GeneAllو کیت استخراج  ژل
محیط کشت ؛ ایالات متحده آمریکا)، ز(فرمنتا زلیگا و هکنندودمحد
 بیوتیک، آنتی(FBS) ، سرم گاوی(DMEM/F12)ی سلول
؛ ایالات گیبکو(، محلول تریپسین سترپتومايسينا -سيلينپنی

و ، (کیاژن؛ ایالات متحده آمریکا) Ni‐NTAیکا)، رزین متحده آمر
(سیگماآلدریچ؛ ایالت متحده  دهستفاا ردمو شیمیایی ادمو سایر

  .شدند تهیه )آمریکا، مرک؛ آلمان
 بانکاز  Q9LL59 یسترسد رهشما با I	CELژن  توالی: طراحی سازه

آمد. سپس با توجه به این که از سیستم بیانی  ستدبه  NCBI ژنی
شد، ژن براساس ارجحیت یوکاریوتی برای ادامه فرآیند استفاده می

 pBudCE4.1منظور درج در وکتور یوکاریوتی کدونی به
(اینویتروژن؛ ایالات متحده آمریکا) و تولید پروتئین توسط سیستم 

ده کننیانبهینه شد. سپس یک سازه شامل ژن ب HEK293Tبیانی 
 KpnIهای محدودالاثر های برش آنزیمبین جایگاه I	CELپروتئین 

همراه با یک دنباله تمایلی  ۳´در انتهای  XhoIو  ۵´در انتهای 
منظور بیان ترشحی ژن طراحی شد. به ۵´هیستیدینی در انتهای پلی

پروتئین نوترکیب، قطعه کزاک و یک توالی سیگنال پپتید در سازه 
از ایالات  GenScript، تعبیه و برای سنتز به شرکت شدهطراحی

در  I	CEL ژنسفارش داده شد. از آنجایی که توالی  متحده آمریکا
سنتز شده بود، برای ادامه روند کار باید ژن   pUC57 وکتور خلدا

عنوان وکتور بیانی درج و کلون به pBudCE4.1درون وکتور 
 شد. سپس توسط حاوی ژن استخراج pUC57شد. پلاسمید می
نیز  pBudCE4.1و وکتور  XhoIو  KpnIهای محدودالاثر آنزیم

همزمان با این دو آنزیم مورد هضم دوگانه قرار گرفتند. سپس قطعه 
ژنی و پلاسمید حاصل از هضم آنزیمی برای انجام واکنش الحاق 

ان میزبلیگاز به کار رفت. پلاسمید نوترکیب به  4T	DNAتوسط 
(اینویتروژن؛ ایالات متحده  DH5αسویه  coli	E.باکتری مستعد 
انتقال پیدا کرد. لازم به ذکر از طریق روش شوک حرارتی آمریکا) 

بیوتیک دارای ژن مقاومت به آنتی pBudCE4.1است که وکتور 
حاوی پلاسمید  coli	E.های زئوسین است. بنابراین درنهایت سلول

یع با زئوسین ما LBدر  C۳۷°نوترکیب در شرایط هوازی در 
لیتر) کشت و استخراج پلاسمید برای عمل میکروگرم در میلی۵۰(

ترانسفکت انجام شد. برای تایید کلونینگ سازه مورد نظر در وکتور 
pBudCE4.1 های کلونی از روشPCR هضم یگانه با آنزیم ،KpnI 

استفاده شد.  XhoIو  KpnIهای محدودالاثر و هضم دوگانه با آنزیم
های تاییدشده استخراج پلاسمید انجام و ید نهایی از کلونیبرای تای

برای تعیین توالی ارسال شد. نتیجه تعیین توالی حضور ژن و توالی 
 توالی از PCRبرای انجام کلونی صحیح آن را تایید کرد. 

ATGACCAGGCTGTACTCCGTG عنوان پرایمر پیشرو، و به
ر مایعنوان پر به CCAGCACCCTGTTCAGGATCAتوالی 

  معکوس استفاده شد.
 رده سلولی و انجام ترانسفکشن: HEK293T یهالسلو كشت

HEK293T  كشت محيطاز  دهستفاا با ستريلا يطاشردر 
DMEM/	 F12 تیک بيوآنتی طمخلواز  %۱م، سر %۱۰ حاوی

 رنكوباتوا يطاشردر گلوتامکس  %۱و  سترپتومايسينا -سيلينپنی
2CO )۵%یمادو  مناسبطوبت ) دارای ر °C۳۷ شدداده  كشت .

ها بار پاساژ سلولی صورت گرفت و پس از این که سلولسپس سه
رسیدند، سازه ژنی از طریق  %۷۰به درصد تجمعی نزدیک به 

؛ اینویتروژن؛ ایالات متحده Max	TM	Freestyleلیپوفکتامین (
منظور به HEK293Tهای آمریکا) براساس روش کار کیت به سلول

، منظور تایید درستی انجام ترانسفکتکت شد. بهبیان موقت ترانسف
نیز صورت گرفت. سپس  GFPطور همزمان ترانسفکت ژن گزارشگر به
روسنت فلو کروسکوپیم وسیلهطور غیرمستقیم بهبه I	CELژن  انیب
مورد  ژن گزارشگرعنوان به GFP یهای فلوروسنتژن انیواسطه به ب

  .بررسی قرار گرفت
  نوترکیببیان پروتئین بررسی 

ها و رسیدن به سلولشد از ر پس برداری معکوس:واکنش نسخه
 اجستخراشده و از آنها  آوریجمعها درصد تجمعی مناسب، سلول

RNA كيت ركااز روش  دهستفاا با کل RNXTM	Total	RNA	
Isolation غلظت. گرفتجنوبی) صورت (بیونیر؛ کره RNA 

 كيفيتو  تعيينپ آنانودر  اسپکتروفتومتر از دهستفاا با هشداجستخرا
از  دهستفاا با cDNAبعد  مرحله. در شد بررسی ۱٪ رزگاژل آ باآن 
 یيمرهااپر با cDNA ساخت صحت. شد ساخته dTليگو ا يمراپر

 .موزد بررسی قرار گرفت I	CELشده برای یک قسمت از ژن طراحی
 AGGTGGTTCAGGCACAAGTC ، توالیRT‐PCR برای انجام

 AGATGTCGTCGCACTCCTTCتوالی عنوان پرایمر پیشرو، و به
ژل  روی PCR لمحصو سپس .به کار رفتندر معکوس ایمعنوان پر به
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  منتقل و مشاهده شدند. ۱٪ رزگاآ
 باالایزا  پليت هایچاهک ابتدا تمام تست الایزای مستقیم:

پروتئین نوترکیب با غلظت  کاهشی هایاز غلظت ليتروميكر۱۰۰
های کنترل لیتر و همچنین پروتئینمیکروگرم در میلی۱۰اولیه 
 یک تمدبه C۴° یمادر دداده شد. سپس  و مثبت پوشش منفی
 PBST الايزاوشوی شست بافر باها چاهک. شد نكوبهروز اشبانه

)PBS ليتروميكر۱۰۰ با بار شسته شدند، سپسسه )%۰۵/۰/تویین 
 یماددر  ساعتیک تمد) بهPBST/BSA ۵%( الايزا هكنندکبلا بافر
 ارمقد ،وشوبار شستسهاز  پس. عمل بلاکینک انجام شد قتاا

 HRPا شده بمیکرولیتر از پادتن ضددنباله هیستیدینی کانژوگه۱۰۰
 تمدبه و ودهفزا) ۱:۲۰۰۰لیتر (با رقت نانوگرم در میلی۱۰۰ غلظتبا 
 وشو،شست چهار مرتبه از پسانکوبه شد و  قتاا یمادر د ساعتیک

 قيقهد۱۰مدت ) اضافه و بهبنزیدینتترامتیل( TMB یاسوبستر
واکنش را  لنرماسولفوریک یکسيدا توسطانکوبه شد. پس از آن 

منظور بررسی به نانومتر۴۵۰ طول موج در هاپلیت جذبو  متوقف
 ۲۰۲۰آنتوس مدل  الايزا خوان پلیت هستگاد بافعالیت آنزیمی 

  شد.و ثبت  خواندهآمریکا)  متحده ایالات (بیوکروم؛
‐SDS)الکتروفورزیس آمید ژلآکریلپلی -سولفاتدودسیلسدیم

PAGE):  ویها رنمونهبراساس پروتوکل استاندارد، برای این منظور 
بارگذاری و درنهایت  یی،ایاح طیتحت شرا ،آمیداکریلپلی %۱۵ژل 
  .[20]شد یز یآمرنگ R‐250بلو یرنگ کوماس توسط
بلات برای تایید پروتئین نوترکیب از روش وسترن :بلاتوسترن

ها براساس استفاده شد. در این روش پس از جداسازی پروتئین
طبق  ز،سلولترویبه کاغذ نها نیپروتئ، SDS‐PAGEاندازه در ژل 

 -ریست شامل انتقال. بافر ندشد انتقال داده روش کار شرکت بایورد،
است. انتقال  %۲۰لار و متانول مومیلی۲۰گلایسین مولار، میلی۲۴ باز
 صورت گرفت. پس از انتقال، آمپریلیم۱۰۰ولتاژ  با ،ساعت۲ مدتبه

اتاق و  یدر دما دقیقه۳۰ مدتبه) BSA )۵٪با  نکیعمل بلاک
ی در مرحله بعد غشا انجام شد. همراه با شیک C۴° ساعت در۳
با  HRPا شده بپادتن ضددنباله هیستیدینی کانژوگهسلولز با تروین

 انکوبه شد. سپس همراه با شیک روزشبانه مدت یکبه ۱:۲۰۰۰رقت 
صورت گرفت. درنهایت کاغذ غشا  یشووشست PBSTبا بافر 

؛ ECLلومینسانس (کیت کمی محلولنیتروسلولز با سوبسترای 
پس ، سمجاور ارداستاند طیتحت شراسیتومتین ژن؛ اصفهان؛ ایران) 

و از این طریق حضور پروتئین  غشا ظاهر یفلورسنت رو یباندها
  .نوترکیب بررسی شد
  تخلیص پروتئین

تخلیص پروتئین نوترکیب با روش کروماتوگرافی تمایلی و با 
انجام شد. پروتئین نوترکیب  Ni‐NTAستون حاوی رزین استفاده از 

ن دارد. بیا هیستیدینیدر انتهای کربوکسیلی خود دنباله پلی
صورت روش ترشحی است، بنابراین پروتئین نوترکیب مورد نظر به

ها سلول محیط روییساعت از انجام عمل ترانسفکت، ۲۴پس از 
 های مرده و تغلیظ مایع روییبعد از رسوب سلول و آوریجمع
به ستون حاوی کیلودالتون، ۳وسیله سنتریکون با اندازه منفذ به

 C۴° ساعت در دمای۳-۴ مدتبه وانتقال داده  Ni‐NTAرزین 
از ب -وشو (تریسشست بافرسپس با استفاده از  ری شد.نگهدا
مولار و میلی۳۰۰کلرید ، سدیمpH=۲/۸مولار با میزان میلی۵۰

ا ب . در مرحله بعدشد شستهدوبار مولار) ستون میلی۶۰ایمیدازول 
مولار با میزان میلی۵۰باز  -(تریس جداکننده بافراستفاده از 

۲/۸=pHمولار)میلی۲۵۰و ایمیدازول  مولارمیلی۳۰۰کلرید ، سدیم 
ا ب آمدهدستبه پروتئین از ستون جدا و تخلیص شد. پروتئین

کیلودالتون در درون ۳دارای اندازه منفذ  از کیسه دیالیزاستفاده 
آمدن دستشد. بعد از بهدیالیز  pH=۲/۷با میزان  PBSمحلول 

 پروتئین نوترکیبروش برادفورد استفاده از با  پروتئین خالص،
 ،پروتئین نوترکیب. برای بررسی میزان خلوص [21]شد غلظتتعیین 

شده و برای ادامه کار آنزیم خالص استفاده SDS‐PAGE ۱۵%ژل  از
  نگهداری شد. -C۲۰°در بافر آنزیم در 

  I	CELسوبسترای آنزیم 
 DNA، به یک I	CELشده منظور بررسی فعالیت آنزیم تخلیصبه

عنوان سوبسترا نیاز است. در به ناجورباز جفتهترودوپلکس حاوی 
یافته آن و جهشتئین نمیوپسین وفتوپرنتیجه ژن کدکننده 

(N105W) و با توجه به  [22]عنوان سوبسترا انتخاب شدبه
یافته و با شده برای هر دو ژن وحشی و جهشپرایمرهای طراحی

هترودوپلکس ساخته شد.  DNAآنها،  PCRاستفاده از محصول 
و  N105Wیافته و جهشنمیوپسین حامل ژن کدکننده  سازه ژنی

منظور تکثیر قطعه ژنی به همچنین پرایمرهای پیشرو و معکوس به
یافته ای از ژن وحشی و جهشباز برای ناحیهجفت۶۰۰طول 

N105W تامین شد. زمانی که قطعه  ساجدی، از آزمایشگاه دکتر
نزیمی قرار مورد هضم آ I	CELبا آنزیم  N105Wیافته ژنی جهش

کند. برای انجام بازی ایجاد میجفت۲۸۵و  ۳۱۵گیرد، دو قطعه 
مول از هر پیکو۵/۰ ر،میکرولیت۲۵ی یحجم نها در PCRواکنش 

 ) که حاویx۲؛ PCRبافر ( PCRبافر  میکرولیتر۵/۱۲ مر،یپرا
4MgSO ،۲/۰مول میلیdNTP ،۵/۱ میواحد آنز pfu	DNA ز پلیمرا

استفاده انوگرم ن۲۵۰با غلظت الگو  DNAمیکرولیتر از ۵/۰ و است
مدت اولیه به شدنل غیرطبیعیشام PCR واکنششد. برنامه 

، C۹۵°ثانیه در ۴۵برای  هیثانو شدنغیرطبیعی ،C۹۵° دقیقه در۵
 نشدطویل، C۵۵°ثانیه در ۳۰ شتههارتک به یمرهااپر نچسبید

 یینها توسعهو چرخه  ۳۰برای  C۷۲° در ثانیه۹۰ مدتبه شتههار
. پس از انجام واکنش، صورت گرفت C۷۲° دقیقه در۱۰ مدتبه

 مورد دیبروماومیبا اتید آمیزیو رنگ %۱ژل آگارز  روی PCRمحصول 
  ارزیابی قرار گرفت.

  هترودوپلکس برای بررسی فعالیت آنزیم DNAایجاد 
هترودوپلکس، حجم برابری از محصول  DNAآوردن دستبرای به
PCR یافته با هم مخلوط شدند. این مخلوط های وحشی و جهشژن

دقیقه در دمای ۱۰مدت ، بهDNAهای شدن رشتهابتدا برای واسرشته
°C۹۹ های مورد نظر، انکوبه شد. سپس برای ایجاد هترودوپلکس
آرامی با یک نرخ و در مرحله بعد به C۷۰°ثانیه در دمای ۲۰مدت به

دقیقه به ۱۵۰دقیقه (که حدوداً هر یکازای به C۳/۰°کاهش دمایی 
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رسانده شد. این عمل با استفاده از  C۳۰°طول انجامید) به دمای 
  .[23]صورت گرفت PCRقابلیت انکوباسیون دمایی دستگاه 

  I	CELبررسی فعالیت آنزیم 
ای های نقطهدارای یک ویژگی بالا برای شناسایی جهش I	CELآنزیم 

توان ، میباز ناجورجفتشناسایی است. در حضور این آنزیم علاوه بر 
جایگاه آن را نیز از طریق تعداد قطعات حاصل از برش آنزیم، 

در حجم  I	CELتشخیص داد. واکنش اندونوکلئازی در حضور آنزیم 
 DNAمیکرولیتر ۱۰شامل میکرولیتر انجام شد که ۲۰نهایی 

) X۱میکرولیتر بافر (۵و  I	CELمیکرولیتر آنزیم ۵هترودوپلکس، 
 ، کلریدپتاسیمpH=۵/۷مولار با میلیHEPES ۱۰آنزیم که شامل بافر 

با غلظت  X‐100مولار، تریتیون میلی۱۰مولار، کلریدمنیزیم میلی۱۰
ر لیتمیکروگرم در میلی۱۰با غلظت  BSAحجمی و  -حجمی ۰۰۲/۰%

، C۴۵°شدن آنزیم با مخلوط واکنش در دمای است. پس از انکوبه
مولار متوقف میلیEDTA ۷۵ساعت با استفاده از واکنش بعد از یک

آگارز مورد بررسی قرار  ۱شد. مخلوط واکنش هضم آنزیمی روی ژل ٪
  .[9	,8]گرفت

  

  یافتهها
	CELژن  كلونينگ I:  وکتورpUC57  نژ حاوی CEL	 I  توسط
آنزیمی قرار گرفت.  مورد هضم XhoIو  KpnIهای محدودالاثر آنزیم

درج و به میزبان  pBudCE4.1 ركتودر و خوردهبرش I	CEL نژ 
توسط شوک حرارتی انتقال و سپس  DH5αسویه  coli	E.مستعد 
های برای تایید حضور ژن مورد نظر در وکتور، از روش. شد کلون

 استفاده شد. با روش کلونی PCR هضم یگانه، دوگانه و کلونی
PCR و  ابتدا ایبر هشدطراحی اختصاصی یيمرهااپر کمک با و

 -۱شد (شکل  تكثير بازجفت۱۰۰۰ لطو بهای قطعه، I	CELژن  ینتهاا
 ركتوو همراه بهژن  رحضو KpnIیگانه با آنزیم هضم  كنشواالف). 

 با دوگانه هضمب) و واکنش  -۱باز (شکل جفت۵۶۰۰ حدود لطو با
 را زباجفت ۱۰۰۰ لطو با ژنی قطعهوجود  XhoIو  KpnIآنزیم  دو

های تاییدشده، استخراج سپس از کلونی ج). -۱تایید کرد ( شکل 
پلاسمید انجام شد و برای تایید نهایی برای تعیین توالی ارسال و 

  ژن مورد نظر مورد تایید قرار گرفت. %۱۰۰حضور 

	
های مثبت حاوی شده، کلونیبازی با توجه به پرایمرهای طراحیجفت۱۰۰۰ای در حدود : وجود قطعهPCRهای حاصل از روش کلونی نتیجه ژل آگارز داده ) الف)۱شکل 

 ب)فاقد ژن،  pBudCE4.1پلاسمید  -۵شده، دو کلونی مثبت انتخاب -۴و  I ،۳	pUC57+CELپلاسمید  -DNA ،۲مارکر وزن مولکولی  -۱پلاسمید نوترکیب را تایید نمود. 
و قرارگرفتن پلاسمیدها در موقعیت بالاتر نسبت به کنترل  %۱، نتایج هضم یگانه دو کلونی مثبت حاوی پلاسمید نوترکیب روی ژل آگارز KpnIواکنش هضم یگانه با آنزیم 
هضم یگانه پلاسمید نوترکیب  -۴و  ۳عنوان کنترل منفی فاقد ژن به pBudCE4.1پلاسمید  -DNA ،۲کر وزن مولکولی مار  -۱کند. منفی، وجود ژن را تایید می

pBudCE4.1+CEL	I  .واکنش هضم دوگانه با دو آنزیم  ج)دو کلونی مثبتKpnI  وXhoI،  نتایج هضم دوگانه دو کلونی مثبت حاوی پلاسمید نوترکیبpBudCE4.1+CEL	

I مارکر وزن مولکولی  -۱ کند.نظر را تایید می است، وجود قطعه ژنی مورد رکتووو ژن  به طمربو ترتیببه کهبازی جفت۴۶۰۰و  ۱۰۰۰، وجود دو قطعه در حدود %۱رز روی ژل آگا
DNA ،۲  پلاسمید نوترکیب  هضم دوگانه -۳وpBudCE4.1+CEL	I دو کلونی مثبت  

  
  در ن ژ  منظور بررسی بیانبهبرداری معکوس: واکنش نسخه

با توجه به پرایمر  استفاده شد. RT‐PCRاز روش  RNA سطح
 تقریبی لطو اـب مشخص باند، رزگاژل آ شده و نتیجهطراحی

پروتئین  mRNA رحضومشاهده شد و ) ۲شكل ( بازیجفت۲۰۰
CEL	I های در سلولHEK293T ارقر تایید شده موردترانسفکت 
  .گرفت

 (ج) (ب) )الف(



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو ی سودابه عسکر  ۴۷۸

   ۱۳۹۸ ابستانت، ۳، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                             مدرسفناوری دانشگاه تربیت زیست

	
ده، شبرداری معکوس: با توجه به پرایمرهای طراحینتیجه واکنش نسخه )۲شکل 

بارگذاری  %۱ها روی ژل آگارز باز است. نمونهجفت۲۰۰قطعه مورد نظر در حدود 
پلاسمید  -۳نشده، سلول ترنسفکت -DNA ،۲مارکر وزن مولکولی  -۱شدند. 

pBudCE4.1+CEL	I  شدهسلول ترانسفکت -۴و  
  

  تست الایزای مستقیم
	CELب پروتئین نوترکیمنظور تایید بیان روش دیگر مورد استفاده به

I است. ابتدا محلول حاوی پروتئین نوترکیب با غلطت  الایزا، تست
ای هلیتر تهیه شد. سپس از این محلول رقتمیکروگرم در میلی۱۰

نانومتر خوانده ۴۵۰سریالی مختلف ساخته و دانسیته نوری آنها در 
داده  بار تکرار نشانبا میانگین سه الایزانتایج تست  ۱شد. در نمودار 

دلیل وجود دنباله شود بههده میطور که مشاشده است. همان
هیستیدینی ، از پادتن ضدپلیI	CELهیستیدینی در پروتئین پلی

، استفاده شد. نتایج حضور پروتئین را تایید HRPشده با کانژوگه
  کند.می

  

  
و محیط کشت  BSAبار تکرار تست الایزای مستقیم: نتیجه میانگین سه )۱نمودار 

	CELهای سریالی از پروتئین عنوان کنترل منفی و رقتنشده بهسلول ترانسفکت

I  تهیه شد. نتایج تست الایزا، حضور  کميكروگرم در هر چاه۱۰با غلظت اولیه
  را تایید کرد. I	CELپروتئین 

  

  I	CELبیان و تخلیص پروتئین 
 HEK293Tهای وسیله لیپوفکتامین به سلولبه I	CELسازه ژنی 

ساعت، محیط کشت ۲۴برای بیان موقت ترانسفکت شد. بعد از 
با استفاده از  تئينورـپ نبياآوری و شده جمعهای ترنسفکتسلول
 -۳شكل انجام شد ( ییایاح طیشرا تحتو  %۱۵آمید اکریلژل پلی
 شدهآورینمونه جمعکیلودالتون از ۳۰در محدوده  باند مشاهده ).الف

 رده سلولینوترکیب در مقابل  حاوی سازه HEK293T رده سلولی

HEK293T عنوان کنترل منفیشده بهبدون پلاسمید ترانسفکت ،
	CELدهنده بیان پروتئین نوترکیب نشان I  ب  -۳است. شکل

بعد  دهد.را نشان می Ni‐NTA ستون با I	CELپروتئین تخلیص 
دار مقروش برادفورد استفاده از با  پروتئین خالص،آمدن دستاز به

 تغلظتعیین  لیترگرم بر میلیمیلی۲/۰پروتئین نوترکیب در حدود 
  شد.

  

  
آمید اکریلپلی %۱۵ ژلبا استفاده از  I	CELبررسی بیان پروتئین  الف) )۳شکل 

ساعت از زمان ۲۴بعد از  نیپروتئ انیب -۲ ،ینیمارکر پروتئ -۱ یی:ایاح طیتحت شرا
؛ ب) نتیجه تخلیص پروتئین نوترکیب نشدهسلول ترانسفکت -۳ ترانسفکت،
سلول  -۱یی: ایاح طیآمید تحت شرااکریلپلی %۱۵ژل شده روی بارگذاری
 نیپروتئ -۳ساعت از زمان ترانسفکت، ۲۴بعد از  نیپروتئ انیب -۲نشده، ترانسفکت

  ینیمارکر پروتئ -۴ شده،صیتخل

  
  بلاتوسترن

یید شد. اتنیز بلات توسط وسترن I	CEL بینوترک نیپروتئ انیب
	CELپروتئینی  نمونهنشان داده شده است  ۴طور که در شکل همان

I ا شده بهیستیدینی کانژوگهپادتن ضددنباله پلی با هخالصشد
HRP  پروتئین به طمربو باندداد و  ننشا كنشوا سلولزونيتر كاغذدر 

لات بمشاهده شد و نتایج حاصل از وسترن لودالتونیک۳۰ ودهمحددر 
  حضور پروتئین نوترکیب را نشان داد.

  

  
	CEL شدهتخليصبلات پروتئین وسترن نتيجه )۴شکل  I  دارای دنباله
 ؛ مشاهدهHRPشده با هیستیدینی کانژوگهپادتن ضددنباله پلی باهیستیدینی پلی

مارکر  -۱را تایید کرد.  I	CELکیلودالتون حضور پروتئین نوترکیب ۳۰باند در حدود 
  I	CELشده نمونه پروتئین تخلیص -۲پروتئینی و 
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  شناسایی جهش و I	CELتوسط آنزیم باز ناجور جفت برش
، روی C۴۵°و دمای  pH=۵/۷، در بافر آنزیم با I	CELفعالیت آنزیم 

DNA یافته پروتئین هترودوپلکس حاصل از ژن وحشی و جهش
). با توجه به پرایمرهای ۵مورد بررسی قرار گرفت (شکل نمیوپسین 
آنها و  PCRیافته، محصول شده برای ژن وحشی و جهشطراحی
DNA باز است. جفت۶۰۰های فوق شامل هترودوپلکس حاصل از ژن

کان جهش، دو قطعه و با توجه به م I	CELدر اثر فعالیت آنزیم 
 PCR ،DNAشود. محصولات بازی ایجاد میجفت۲۸۵و  ۳۱۵

آگارز بارگذاری شد.  ۱هترودوپلکس و مخلوط واکنش آنزیم در ژل ٪
دهنده فعالیت آنزیم بازی، نشانجفت۳۰۰مشاهده باند در محدوده 

CEL	I .است  
  

  
 و وحشی ژن از حاصل هترودوپلکس DNA روی I	CEL آنزیم فعالیت )٥ شکل
 یافتهجهش و وحشی ژن PCR محصول -٢ و ١: نمیوپسینیافته پروتئین جهش
 DNA -٤ ،I	CEL آنزیم بدون هترودوپلکس DNA -٣، I	CEL آنزیم حضور بدون

 ،DNA مولکولی وزن مارکر -٥تیمار شده است،  I	CEL آنزیم با که هترودوپلکس
  .است آنزیم مناسب فعالیت دهندهنشان بازی،جفت٣٠٠ حدود در باند مشاهده

  
  بحث

های دخیل در ایجاد در حال حاضر، برای شناسایی انواع جهش
های ژنتیکی، مانند بررسی علل ژنتیکی سرطان، بیماری
در پزشکی  DNAویژه تعیین فنوتیپ های ژنتیکی (بهمورفیسمپلی

 DNAها در قطعه SNPقانونی و ژنتیک جنایی) و تشخیص انواع 
، SSCP ،DHPLC، از قبیل 24]‐[27یمتعددهای مورد نظر از روش

FRET های مبتنی بر آنزیم مثل و روشMLPA  استفاده
هایی ها با محدودیتکارگیری این روش. معمولاً به[28]شودمی

همراه است و در برخی موارد استفاده از آنها قابل اعتماد و 
  .[9]صرفه نیستبهمقرون
، استفاده از MLPAی بر آنزیم، علاوه بر روش های مبتندر روش
های اندونوکلئازی، مرسوم است که مزیت آنها نسبت به دیگر آنزیم
های های ذکرشده، حساسیت و دقت آنها در شناسایی جهشروش

های اندونوکلئازی مورد ترین آنزیماست. مهم DNAموجود در 
بار توسط اولین I	CELهستند. آنزیم  II	CELو  I	CELاستفاده 

از گیاه کرفس استخراج و  ۱۹۹۸و همکاران در سال  اولیکفسکی

ا همورفیسمها و پلیبرای تشخیص دقیق انواع جهش فعالیت آن
انسانی بررسی شد و بعد از آن برای تشخیص انواع  BRCA1روی ژن 
طور که ذکر . همان[1]مورد استفاده قرار گرفت ناجور هایباز جفت

 های مرسوم، شناساییین دو آنزیم نسبت به سایر روششد، برتری ا
 DNAها و حساسیت بالای آنها در تشخیص تر جهشآسان

	CELعنوان مثال، هترودوپلکس است. به I تواند همه انواع می
 .را تشخیص دهدبازهای ناجور درج و حذف جفت ها،جایگزینی
 طلاعاتا توسط این آنزیم، قطعات ایجادشده در اثر برشهمچنین 
برای مثال، تعداد  .کندمی ارایه جهشدرباره موقعیت  مفیدی

دهنده حضور چندین محل نشان توسط آنزیم، برشقطعات حاصل از 
ها، کاربرد ترکیبی آنها با دیگر است. از دیگر مزیت این آنزیم جهش
 تریتوان طول قطعات بزرگمی بلات است کهها مانند ساترنروش

های دارای توان برای مطالعه ژن. از این قابلیت می[8]سنجش کردرا 
استفاده کرد. این ژن دارای سه  BRCA1های متعدد مانند جهش

 و ۲۱۹۶G→A ،C→T2430ای نزدیک به هم (جهش نقطه
T→C2201ها قادر به تشخیص آنها ) است که بسیاری از روش

ای قطهدلیل توانایی شناسایی دو جهش نبه I	CELنیستند، اما آنزیم 
، BRCA1متوالی با فاصله پنج نوکلئوتید از هم، این ناحیه را در ژن 

. بنابراین با توجه به حساسیت و ویژگی بالای [29]کندشناسایی می
	CELآنزیم  I  در شناساییDNA ها و هترودوپلکس و جهش

بودن این روش، تولید این صرفهبههمچنین قابل اعتماد و مقرون
وردهای تجاری برای مصارف تشخیص بالینی و آنزیم در قالب فرآ

تحقیقاتی پایه حائز اهمیت است. بنابراین در این مطالعه هدف 
اصلی، دستیابی به آنزیم خالص با راندمان بالا و همچنین دارای 
فعالیت آنزیمی بوده است. برای این منظور برای غلبه بر بازدهی و 

هیه این آنزیم خلوص پایین محصول نهایی که مشکل اصلی در ت
امل هیستیدینی (شطور طبیعی از گیاه کرفس است، دنباله پلیبه

مانده هیستیدین) به انتهای کربوکسیل پروتئین اضافه شش باقی
شد. این دنباله موجب تسهیل در فرآیند تخلیص و همچنین افزایش 
خلوص محصول نهایی که دو فاکتور مهم در راستای تولید تجاری 

ر کند. مثلاً دلات هستند، کمک شایان توجهی میاین قبیل محصو
آمده دست، مقدار پروتئین به۲۰۰۰و همکاران در سال  یانگمطالعه 

لیتر بود در حالی که گرم در میلیمیلی۰۰۱/۰کیلو ساقه کرفس ۱۰۵از 
. از [2]لیتر به دست آمدگرم در میلیمیلی۲/۰در این پروژه مقدار 

زیم فعال و رفع نقص موجود در منظور تولید آنطرف دیگر به
ی های بیانی یوکاریوتهای بیانی باکتریایی، از سیستمسیستم

عنوان به HEK293Tاستفاده شد. برای این منظور، رده سلولی 
میزبان انتخاب و بیان پروتئین در آنها بررسی شد که نتایج 

است.  HEK293Tدهنده سطح بیان مناسب در سلول نشان
حاضر، از یک پپتید نشانه برای تولید پروتئین  همچنین در تحقیق

ام کارگیری این روش نیاز به انجبه فرم ترشحی استفاده شد که با به
  شود.دست اضافی مرتفع میفرآیندهای پایین

 یو بررس انیب ،I	CELکردن ژن کلون ،قیتحق این یکل هدفدرواقع 
 طیدر شرا نیپروتئ آسان صیتخل و بینوترک میعملکرد آنز
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مطابق با روند آزمایشگاهی و نتایجی که در بالا  بود. یشگاهیآزما
توضیح داده شدند، درنهایت ما توانستیم آنزیم نوترکیبی با فعالیت 
مناسب برای طراحی سیستم اندونوکلئازی با قابلیت تشخیص 

تولید کنیم. اگرچه این سیستم بیانی هنوز نیازمند  باز ناجورجفت
ه بیان و تخلیص در مقادیر بالا برای کاربردهای سازی در زمینبهینه

تواند گامی ارزشمند در راستای تولید صنعتی است. این مطالعه می
های تشخیصی و تجاری کارآمد با خصوصیات متمایز برای کیت

ای و همچنین روشی در راستای تولید آنزیم های نقطهغربال جهش
CEL	I .و امکان تولید تجاری آن باشد  

شود، مطالعه درباره این آنزیم ادامه پیدا کند درنهایت پیشنهاد می
 کریستاله P1 و S1 نوکلئاز هایآنزیم ،S1خانواده  از حال به زیرا تا
است بنابراین  نشده تعیین هنوز I	CEL کریستالی ساختار و اندشده
 جواب باقیبی آن مکانیزم عمل با رابطه در های متعددیسئوال

که نیاز به تحقیقات بیشتر در این زمینه را ایجاب مانده است 
 هاجهش از متنوعی این آنزیم طیف چگونه عنوان مثال،به کند.می
داشتن  برای را آن بهینه pH پارامترهایی چه دهد؟می تشخیص را

با چه  کند؟می ای آن تعیینRNase ای وDNase هایفعالیت
 شجه شناسایی تا کرد مهندسی را آنزیم این توانمی رویکردهایی

برای رسیدن به  آنزیم مکانیزم عمل شناسایی دهد؟ انجام بهتر را
 ینبنابرا هایی از این قبیل، کمک شایانی خواهد کرد.پاسخ سئوال

ژن،  زیوردست هایاستفاده از روش با آنزیم فرم نوترکیب این تولید
 ینا عمل مکانیزم و مربوط به ساختار موجود اطلاعات کنندهتکمیل
  است. آنزیمی گروه
 تربیش مطالعه امکان پروژه، این انجام زمان بودنکوتاه به توجه با
 در پیشنهاداتی اینجا در بنابراین نبود مقدور آنزیم این با رابطه در

 I	CEL آنزیم مورد در آینده تحقیقاتی کارهای بهبود و انجام جهت
 و نوترکیب I	CEL آنزیم پایداری بررسی شامل که شودمی ارایه

 یمهندس هایروش کارگیریبه با آنزیم اختصاصی فعالیت افزایش
 با I	CEL آنزیم گلیکوزیلاسیون الگوی بررسی مچنینه و پروتئین
 و پایداری نظر از آنالوگ بهترین انتخاب و میزبان نوع به توجه
  .است فعالیت

  
  گیرینتیجه
 ژن کلونینگ مراحل اول، مرحله در که داد نشان مطالعه این نتایج
 استفاده با آنزیمی هضم ،PCR کلونی نتایج و شد انجام موفقیت با
 دمور  توالی که داد نشان توالی تعیین و XhoIو KpnI هایآنزیم از
شده  ترانسفورم درستیبه pBudCE4.1 بیانی وکتور درون به نظر
 انبی و انجام موفقیت با ترانسفکت فرآیند بعد مرحله در. است

 واکنش الایزا، ،SDS‐PAGE هایروش وسیلهبه پروتئین
 آیندفر . گرفت قرار تایید مورد بلاتوسترن و معکوس بردارینسخه
 قبولی قابل کیفیت از Ni‐NTA رزین حاوی ستون با نیز تخلیص
 ویر نوترکیب آنزیم اندونوکلئازی فعالیت درنهایت. است برخوردار
DNA محصول از حاصل هترودوپلکس PCR و یافتهجهش ژن 
  .است تولیدی نوترکیب آنزیم مناسب فعالیت از حاکی وحشی

 هنشگادا هشیوپژ معاونت از ننویسندگاتشکر و قدردانی: 
 حمایت و مایشگاهیآز تمکاناا دننموهمافر خاطربه رسمدتربیت
 .نددار را تشکر لکما مالی

 دهش تایید نویسندگان همه توسط حاضر پژوهشاخلاقی: تاییدیه
 لیسیانگ فارسی، زبان به دیگری نشریه در مقاله این همچنین. است
 دیگری نشریه برای همزمان طوربه یا نشده چاپ دیگری زبان یا

  .است نشده ارسال
 تعارض گونهکه هیچ دارندمی اعلام نویسندگانتعارض منافع: 

  .ندارد وجود منافعی
(نویسنده اول)، نگارنده  عسکری سودابه سهم نویسندگان:

 صادق )؛%٣٥مقدمه/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (
(نویسنده دوم)، پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده نیا حسن

(نویسنده سوم)، پژوهشگر  ساجدیحسن رضا )؛%٣٥بحث (
نویسنده سوم)، یاسایی ( وحیدرضا )؛%٢٠کمکی/تحلیلگر آماری (

  )%١٠شگر کمکی (شناس/پژوهروش
 پژوهشی اعتبار محل از حاضر پژوهش مالی منابعمنابع مالی: 

 معاونت مالی هایحمایت همچنین و اول نویسنده نامهپایان
  .است شده انجام مدرستربیت دانشگاه پژوهشی
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