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زمان چپرون هاي سیتوپلاسمی بر بیان فاکتور رشد ثیر بیان همأت
E. coliعصبی نوترکیب در میزبان بیانی 
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ایرانتهران،تهران،دانشگاهنوین،فنونوعلومدانشکدهزیستی،علوممهندسیگروهاستادیار،-2
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hajihasan@ut.ac.ir:مسئولنویسنده *

14/01/1400:پذیرش19/1/1399: دریافت

:چکیده

هـاي  باشد که در حفظ، بقـا و تمـایز سـلول   فاکتور نوروتروفیک عصبی می(NGF) فاکتور رشد عصبی

عصبی مرکزي و محیطی فعالیت دارد. این پروتئین سه زیرواحدي بـوده کـه زیرواحـد بتـاي آن داراي     

توان از این فاکتور در درمـان بسـیاري از   رسد که مینظر میفعالیت اصلی است. براساس تحقیقات، به 

هاي پوستی و هاي محیطی در ارتباط با دیابت، آلزایمر، پارکینسون، بیماريها از جمله نوروپاتیبیماري

در میزبـان  NGF غیره استفاده کرد. به دلیل فضـاي اکسـیداتیو پـري پلاسـم، بیـان پـروتئین نوترکیـب       

هـاي  زمـان چپـرون  بیـان هـم  شـایان ذکـر اسـت کـه    پلاسـم صـورت گیـرد.    ر پريپروکاریوتی باید د

کـرده و سـبب   آسـان پلاسـمی را  هاي نوترکیب به فضـاي پـري  ترشح پروتئینمی تواند ،سیتوپلاسمی

شود. آنهاافزایش حلالیت 

GroEL/GroES ،DnaK/DnaJ،GrpE ،Triggerچپــرون هــاي سیتوپلاســمیتــأثیر در ایــن تحقیــق 

Factor)TF( بر میزان تولید پري پلاسمی پروتئین نوترکیبNGF منظور زیرواحـد اینبه.شدمطالعهβ-

NGFدر وکتور بیانی pET39b(+) زمـان بـا پلاسـمیدهاي چپرونـی     هـم صـورت بـهpG-Tf2 ،pTf16 ،

pGro7،pKJE7و pG-KJE8در باکتريE. coliسویه DE3بیان شد .

کـل محتـواي   ) تولیدpTf16 پلاسمید چپرونیTF (چپروندر حضور که نددادآمده نشان نتایج بدست

DnaK/DnaJچپرون هـاي  مجموع است. همچنین شتهداافزایش پلاسمی پريهاي پروتئینو یپروتئین

، در انـد نیز تا حدودي سـبب افـزایش تولیـد شـده    ) pG-KJE8 پلاسمید چپرونی(GroEL/GroES و 

DnaK/DnaJیـا و) pGro7(پلاسـمید چپرونـی   GroEL/GroES هـاي چپـرون هر یک از بیان که حالی

فعـال  دهندهنتایج کشت سلول نیز نشان. اندنداشتهپروتئین ثیري بر بیان أت)pKJE7(پلاسمید چپرونی

.می دهدی را نشان هاي عصبو تمایز سلول ها به سلولتولیدي بودهبودن پروتئین 

PC12 هايهاي سیتوپلاسمی، سلولنوترکیب، چپرون: فاکتور رشد عصبی کلیدواژگان
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مقدمه-1

قبـل بـراي اولـین بـار     سال 50، بیش از 1فاکتور رشد عصبی

توسط ریتا مونتالسینی و همکاران از غـدد بزاقـی مـوش نـر     

2هـا ). این فـاکتور از خـانواده نـوروتروفین   1جداسازي شد (

م عصـبی  هـاي سیسـت  بوده که در بقا، رشـد و تمـایز سـلول   

از سه زیرواحـد  NGF). 3و 2مرکزي و محیطی نقش دارد (

α ،β وγکیلو140وزن تقریبی سولفیدي و ، با سه پیوند دي -
است که فعالیت بیولـوژیکی آن بـر عهـده    دالتون تشکیل شده

).4باشد (میβزیرواحد 

هـاي  در درمان التهابات ناشـی از بیمـاري  NGFپروتئین 

از طریـق  ،)MS(3خود ایمنی مغزي نظیر مالتیپل اسکروزیس

هاي بنیادي نـورونی و  بازسازي غلاف میلین و یا تمایز سلول

بیماري تحلیل اعصاب مانند آلزایمر مورد استفاده قـرار  درمان

هاي ثیرات مثبتی که بر سلولأبر تگیرد. این پروتئین علاوهمی

هـاي  هـاي پوسـتی، بیمـاري   گذارد، در درمان زخمعصبی می

).5- 9روپاتی دیابتی هم کاربرد دارد (ونو چشم

و همچنـین مشـکلاتی   این پروتئینبالینیبا توجه به اهمیت

اـبع طبیعـی   ازتخلیص آن و استخراجگرانی ،زاییچون ایمنی من

(غدد بزاقی موش نر)، توجه دانشمندان به تولیـد آن بـه صـورت    

هــاي بیـاـنی مختلــف مثــل سـلـول هـاـي نوترکیــب در سیســتم

). 10- 12جلب شده است (E. coliو باکتري CHOپستانداران،

پــروتئین بــا افــزایش یافتــهرشــد، بیــان بــالاي ســرعت 

و امکـان  تولید هاي پایین جایگزینی پروموترهاي قوي، هزینه

باعـث  ،در پـري پلاسـم  سـولفیدي هاي ديپیوندگیري شکل

هاي نوترکیـب زیـادي   در تولید پروتئینE. coliشده باکتري 

). به دلیل وجود فضاي اکسیداتیو 13(مورد استفاده قرار گیرد

ــري ــم و در پ ــدهاي دي پلاس ــکیل پیون ــت آن در تش - اهمی
پیونـد سولفیدي، بهترین راه تولیـد پـروتئین نوترکیـب داراي    

پلاسـمی  انتقال آن بـه فضـاي پـري   ،E. coliسولفیدي در دي

پپتید نشانه جهت صدور پـروتئین  یکاز دلیلاست. به همین 

توجـه  ). به علاوه بـا 13و14(شودمیپلاسم استفادهبه پري

1. Nerve Growth Factor
2. Neurotrophin
3. Multiple Sclerosis

هـاي داراي پیونـد دي   بـه مشـکلاتی نظیـر تجمـع پـروتئین      

، بیـان  در سیتوپلاسـم 4کلـوژن بـادي  نیبه صورت اسولفیدي 

کـار مناسـبی جهـت تولیـد     می توانـد راه 5هازمان چپرونهم

). 18- 16(باشدمحلول هاي نوترکیب پروتئین

اي هستند کـه در اثـر   شدههاي حفاظتها پروتئینچپرون

- شده و سبب تاخوردگی صحیح پروتئینشوك حرارتی بیان
صـحیح  گیـري  موجـب شـکل  آنهازمان شوند. بیان همها می

ساختار سوم پروتئین نوترکیب، به حداقل رسـاندن تجمعـات   

- 21(شـود مـی پروتئین و افزایش حلالیت ینامحلول پروتئین

). در همین راسـتا و بـه منظـور افـزایش بـازده در تولیـد       19

آنهـا زمـان  تحقیقات مختلف از بیان همپروتئین نوترکیب در 

هـایی  مثال اثرات مفیـد بیـان چپـرون   براياست. استفاده شده

در تولید پروتئین هاي مختلفـی  DnaKو TF6 ،GroELمانند 

طور مثال بیان بیش ه )، یا ب22مورد بررسی قرار گرفته است (

هایی که براي افزایش حلالیت پروتئینTFو DnaK/Jاز حد 

).23مناسب می باشد (هستند،در مرحله اول پیچش 

توجه به توضـیحات ذکـر شـده دربـاره اهمیـت تولیـد       با

افزایش بیان و در درمان، در این تحقیق جهتNGFپروتئین 

هـاي  از چپـرون NGFپروتئین نوترکیـب  پري پلاسمی تولید 

استفاده شد.E. coliسیتوپلاسمی با میزبانی 

روش هامواد و - 2

شدهمواد استفاده1- 2

T7پلیمــراز RNAداراي ژن BL21 (DE3)E. coliســویه 

بـه عنـوان میزبـان باکتریـایی و وکتـور     IPTGبـا  ءقابل القـا 

pET39b (+)    کـه داراي پرومـوتر قـويT7 ،His tag  پپتیـد ،

- هاي ديپیونـد گیري صحیح جهت شکلDsbAنشانه و ژن 
آمریکـا  7نواژنباشد، از شرکتمی پلاسم سولفیدي در پري

-pG هاي سیتوپلاسمی. پلاسمیدهاي چپرونندخریداري شد

Tf2 ،pTf16،pGro7 ،pKJE7 وpG-KJE88تاکارااز شرکت

4. Inclusion body
5. Chaperone
6. Trigger factor
7. Novagene
8. TaKaRa
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.شرکت مرك آلمان خریداري شدز از هـا نی ـ ). تمام مواد و حـلال 1(جدول ژاپن خریداري شد

پلاسمیدهاي چپرونی.-1جدول 

پلاسمید (ژن)چپرون پروموتر القا کننده

pG-KJE8 dnaK/dnaJ -grpE - groES/groEL araB/ Pzt-1 L-Arabinose /Tetracycline

pGro7 groES/groEL AraB L-Arabinose

pKJE7 dnaK/dnaJ -grpE araB L-Arabinose

pG-Tf2 groES/groEL - tig Pzt-1 Tetracycline
pTf16 tig araB L-Arabinose

چپرونی به سویه میزبانانتقال پلاسمیدهاي 2-2

پلاسمید چپرونی با روش شوك حرارتـی بـه صـورت    5

). 24شـدند ( انتقـال داده E. coliجداگانه به میزبان بیـانی  

نیـز بـه همـان    hβNGFحـاوي ژن  pET39سپس وکتور 

هـاي  یافت. صحت انتقال با جداسازي کلنیروش انتقال

mg/ml70حـاوي  LB agarکـرده بـر روي محـیط    رشد

کلرامفنیکل صورت گرفت. mg/ml20کانامایسین و 

E. coliدر میزبـان بیـانی   hβNGFبیـان  2-3 BL21

(DE3)
حـاوي وکتـور   BL21میزان یک درصد از کشت شبانه 

pET39 b(+)::βNGF در محیط کشتLB  مـایع داراي

گـراد  درجه سـانتی 37شد و در کانامایسین کشت داده

OD600nm 5/0- 7/0تا رسیدن به  انکوبـه شـد. سـپس    =

بـه  mM1بـا غلظـت نهـایی    IPTGمیزان یک درصد 

درجـه  37سـاعت در دمـاي   4کشت اضافه و به مدت 

گراد انکوبه شد. پس از اتمام مـدت زمـان بیـان،    سانتی

دقیقــه 15بــه مــدت rpm5000ســلول هــا بــا دور 

سانتریفیوژ شده و رسوب جهت استخراج کل محتـوي  

ــی در اوره  ــا حمــام  M8پروتئین حــل شــد. ســپس ب

التراســونیک دیــواره ســلولی شکســته و سوسپانســیون 

گـراد  درجـه سـانتی  37سـاعت در  12حاصل به مدت 

انکوبه شد. در نهایـت بـراي جداسـازي کـل محتـوي      

15بـه مـدت   rpm11000 پروتئینی نمونه ها بـا دور  

دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول رویی حاوي پروتئین 

براي آنالیزهاي بعدي درجه سانتی گراد- 20در فریزر

نگهداري شد.

سیتوپلاسمیيهابا چپرونhβNGFزمان بیان هم2-4

زمـان بـا   چپرون ذکر شده به صـورت جداگانـه هـم   5از 

hβNGFها، کشـت شـبانه در   بیان گرفته شد. از تک کلنی

هــاي چپرونــی تهیــه شــد. در ابتــدا القاکننــدهLBمحــیط 

تتراسـایکلین  ng/ml5برحسب نوع چپرون اضـافه شـد.  

-pGو pG-KJE8یچپرونپلاسمیدهاي دارايبراي نمونه

Tf2،mg/ml5/0ــه-ال ــراي نمون ــوز ب ــاي داراي آرابین ه

و pG-KJE8،pKJE7 ،pGro7یچپرونــپلاســمیدهاي 

pTf167/0ها تا رسـیدن بـه  اضافه شد. محیط =OD600nm

گراد انکوبه شدند. سـپس میـزان یـک    درجه سانتی37در 

ها اضافه و به کشتmM1با غلظت نهایی IPTGدرصد 

گـراد انکوبـه  درجه سـانتی 37ساعت در دماي 4به مدت 

rpmها با دور شدند. پس از اتمام مدت زمان بیان، محیط

هـا  دقیقـه سـانتریفیوژ شـده و رسـوب    15به مدت 5000

پلاسـمی بـا روش شـوك    پـري يجهت اسـتخراج محتـو  

M) و استخراج کل محتوي پروتئینی بـا اوره  25اسمزي (

جداسازي شدند.8
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hβNGFهاي بررسی بیان پروتئین تست2-5

هاي سیتوپلاسمی بر بیـان  جهت بررسی بیان و اثر چپرون

شد.انجام1و دات بلاتhβNGF ،SDS-PAGEپروتئین 

2-5-1SDS-PAGE

شده در شـرایط  هاي پروتئینی تولیدبراي الکتروفورز نمونه

% 12)، از روش لاملـی ژل  SDSدناتوره کننده (در حضور 

SDS-PAGE) هـاي پروتئینـی بـا    ). نمونـه 26استفاده شد

دقیقــه در آب 2-5مقـدار معینــی بـافر نمونــه مخلـوط و    

آرامـی  هـا بـه  و سپس درون چاهکجوش قرار داده شدند 

ولت و شدت 100ریخته شدند. الکتروفورز با ولتاژ ثابت 

جریان متغیر انجام شد. درنهایت ژل توسط رنگ کوماسی 

آمیزي شد.رنگR-250بلو 

دات بلات2-5-2

هاي استخراج شده و لیتر از پروتئینمیکرو5ابتدا میزان 

عنـوان کنتـرل   بـه NGFلیتر از پروتئین تجاري میکرو5

گـذاري شـدند.   مثبت، بر روي کاغـذ نیتروسـلولز لکـه   

کننـده  اختصاصـی از بـافر بـلاك   جهت حذف نقاط غیر

TBS-T)Tric-HCl ،NaCl وTween 20 3) حــاوي %

شد. بعد از سه مرحله شستشـو بـا بـافر،    ژلاتین استفاده

بادي منوکلونال ضد دنبالـه هیسـتیدینی بـا نسـبت     آنتی

گرفت. در نهایـت کاغـذ در   استفاده قرارمورد 1:1000

ــزیم،   ــتراي آن ــیژنه در DABحضــور سوبس و آب اکس

. )27(تاریکی تا ظهور لکه انکوبه شد

2تعیین غلظت پروتئین با روش برادفورد2-5-3

جهت تعیین غلظت کل محتوي پروتئینـی تولیـد شـده بـا     

، 2/0، 1/0هاي )، ابتدا رقت28استفاده از روش برادفورد (

1. Dot Blot
2. Bradford assay

BSAلیتر از پروتئین گرم بر میلیمیلی1و 8/0، 6/0، 4/0

جهـت رسـم نمـودار    برادفورد لیتر معرف میلی5/0همراه 

نانومتر قرائت595ها در استاندارد، تهیه شد. جذب نمونه

از هریـک از نمونـه هـاي    میکرولیتـر 10بـه شد. سـپس 

595و در ناحیـه  اضافه شدلیتر معرف میلی5/0پروتئینی،

قرائت گردید.آنهانانومتر جذب 

تخلیص  2-6

، hβNGFها بـر تولیـد پـروتئین    بعد از بررسی اثر چپرون

بهترین چپرون انتخاب و نمونه پروتئینی حاصل از بیان آن 

Ni+2-NTAبــا اســتفاده از ســتون کرومــاتوگرافی تمــایلی

). به منظـور حـذف ایمیـدازول از    30و 29تخلیص شد (

تخلیص شده، دیالیز علیه بافر تریس اسـیدي  هاي پروتئین

شد. مولار انجاممیلی10

کشت سلول2-7

شده جهت بررسی میزان عملکرد نمونه پروتئین خالص

گرفت. مورد آزمایش قرارPC12و اثر بخشی بر سلول 

DMEMدر محـیط  PC12هـاي  در همین راستا سـلول 

و در شـدند  % سـرم گـاو کشـت داده    10غنی شده بـا  

37و در دمـاي  CO2% گاز 5انکوباتور کشت سلول با 

حجـم . بعـد از رسـیدن  ندگراد انکوبه شددرجه سانتی

(بعد از دو درصد حجم فلاسک70ها به حدود سلول

نـانوگرم بـر   50سلول ها به محیط جدید حاوي ،روز)

و همنتقـل شـد  NGFشـده  پـروتئین خـالص  میلی لیتر

تعویض شد. در نهایت بعـد  یک بارمحیط هر دو روز 

هـا از لحـاظ مورفولـوژیکی توسـط     از یک هفته سلول

میکروسکوپ معکوس مجهز بـه سیسـتم فازکنتراسـت    

.)31- 29(گرفتندمورد بررسی قرار
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نتایج - 3

انتقال پلاسمیدهاي چپرونی به میزبان بیانی 1- 3

ســازي میزبـان بیــانی، ابتـدا پلاســمیدهاي   آمـاده بـراي 

-pGو pG-Tf2 ،pTf16،pGro7 ،pKJE7چپرونــــــی 

KJE8 ــور حــاوي ژن ــا روش hβNGFو ســپس وکت ب

برايافتند. یانتقال DE3شوك حرارتی به میزبان بیانی 

هـاي ترانسـفورم شـده    ک از نمونهیانتقال، از هر تأیید

آگار حاوي کلرامفنیکل و کانامایسـین  LBروي محیط 

هـایی کـه هـر دو پلاسـمید را     کشـت داده شـد. سـویه   

و از این هپلیت رشد کردبر روي،بودنددریافت کرده

شدند. کلنی ها براي بیان استفاده

زمان پلاسمید هاي چپرونی بـه همـراه  بیان هم2- 3

hβNGF  نوترکیـب انســانی در میزبــان باکتریـایی

BL21(DE3)
در NGFپـرون هـا و   چهاي حـاوي پلاسـمید  از سویه

هـاي کلرامفنیکـل و   بیوتیکمایع داراي آنتیLBمحیط 

، پروتئین هابیانپس ازو شد گذاشته نامایسین کشتکا

بــه ترتیــب طــرح هــاي 1ســازي شــدند. شــکل آمـاده 

الکتروفورزي پروتئین هاي پري پلاسمی و کل محتوي 

طور کـه  دهد. همانپروتئینی استخراج شده را نشان می

کیلـو دالتـونی   42مشخص است، در ناحیه 1در شکل 

قابل مشاهده است. ستون NGFبه پروتئین باند مربوط

می باشد که pG-Tf2حاوي پلاسمید چپرونی 1شماره 

و نشان استTFو GroEL/GroESداراي چپرون هاي 

ثیر اندك بیان هم زمان این چپرون ها بر بیـان  أدهنده ت

نسبت به سایر چپرون هاست. بیان هم NGFپروتئین 

(پلاسـمید  DnaK/Jو GroEL/ESهـاي   زمان چپـرون 

ــی  (پلاســمید TFو بــا یگــدیگر  pG-KJE8)چپرون

بیان کل محتوي پروتئینی را نسبت به pTf16)چپرونی 

است، این درحالی اسـت  سایر چپرون ها افزایش داده

-pGro7 ،pGکه بیان هم زمان پلاسـمیدهاي چپرونـی   

Tf2 وpKJE7-NGF     سبب کـاهش بیـان کـل محتـوي

پروتئینی شده اند. درصد میزان بیان هم زمان پـروتئین  

NGF از 1ایمیج جیبا چپرون ها با استفاده از نرم افزار

اسـت.  شدهنشان داده2روي ژل محاسبه و در جدول 

ثیر بیان هم زمان چپرون أنتایج حاصل از بررسی کمی ت

می دهد که نیز نشانNGFهاي سیتوپلاسمی بر تولید 

(پلاسمید چپرونی DnaK/Jو GroEL/ESهاي چپرون

(pG-KJE8أبیشترین ت) درصد) و چپرون هـاي  26ثیر

GroEL/ES وTF  ــی ــمید چپرون PG-TF2) (2(پلاس

درصد) کمترین اثر را بر تولید کـل محتـوي پروتئینـی    

ثیر بیان هم زمان چپـرون هـا بـر    أداشته اند. بیشترین ت

هم به ترتیب توسط NGFتولید پري پلاسمی پروتئین 

TF پلاســـمید چپرونـــی)(pTf16 ــا ــد 38بـ و درصـ

GroEL/ES وDnaK/J پلاسمید چپرونی)(pG-KJE8

می باشد.درصد 19با 

1. Image J
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پروتئینـی اسـتخراج شـده روي ژل    محتـوي طرح الکتروفورزي کـل ـهاي پري پلاسمی و بطرح الکتروفورزي پروتئینـالف1شکل 

SDS-PAGE121آمیـزي شـده بـا کوماسـی بلـو. شـماره (      درصد رنگ (pG-Tf2-NGF ) 2، شـماره (pTf16-NGF ) 3، شـماره (

pGro7-NGF) 4، شماره(pKJE7-NGF) نمونه 5، شماره (pG-KJE8-NGF) 6، شماره (NGFو پـرون  بدون چM  مـارکر وزن

مولکولی.

.ایمیج جیافزارنرمازاستفادهباچپرونیپلاسمیدهايتوسطNGFپروتئینبیانمیزانبررسی-2جدول

پلاسمی (%)بیان پريبیان کل محتوي پروتئین (%)پلاسمید چپرونی

pG-Tf2-NGF21

pTf16-NGF2338

pGro7-NGF1611

pKJE7-NGF1317

pG-KJE8-NGF2619

NGF2014

زمان پلاسـمیدهاي چپرونـی بـا    بررسی بیان هم3-3

با روش دات بلاتhβNGFپروتئین 

E. coliکل محتوي پروتئینی بیان شده در میزبان باکتریایی 

BL21(DE3)     همراه بـا پلاسـمیدهاي چپرونـی اسـتخراج

شدند و بـه منظـور بررسـی اختصاصـی وجـود پـروتئین       

گذاري سلولز لکهکاغذ نیتروبر رويبیان تأییدنوترکیب و 

پلاسمی اسـتخراج شـده   هاي پريشدند. همچنین پروتئین

گـذاري  بیان لکـه تأییدمنظوربهبا روش شوك اسمزي نیز 

شدند.

چپرونـی  هاي(الـف) پلاسـمید  2با توجـه بـه شـکل    

pTf16 وpG-KJE8کـل بر بیـان را ثیر أبیشترین میزان ت،

طور اند. هماننسبت به نمونه فاقد پلاسمید چپرونی داشته

که داراي چپـرون  3باشد شماره که در شکل مشخص می

TF ــی کــه داراي 6و شــماره pTf16)(پلاســمید چپرون

(پلاسـمید  DnaK/Jو GroEL/ESهـاي  چپـرون مجموع 

را بـر ثیرأبیشترین میـزان ت ـ ،هستندpG-KJE8)چپرونی 

2که نمونـه شـماره   اند. در حالیداشتهNGFبیان پروتئین 

ــرون  ــاوي چپ ــه ح ــاي ک ــمید GroEL/ESو TFه (پلاس

 ـ،است)pG-Tf2چپرونی  را بـر روي ثیر أکمترین میزان ت

نیز که تنهـا بـه ترتیـب    5و 4هاي است. شمارهبیان داشته

یافتهبیان کاهش را دارند، DnaK/Jو GroEL/ESچپرون 

(ب) که دات 2. در شکل را نشان می دهندNGFپروتئین 

باشد، بیشـترین میـزان   پلاسمی میهاي پريبلات پروتئین

3شـماره  نمونه پلاسمی مربوط به هاي پريتولید پروتئین
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پلاسـمید چپرونـی   زمـان بیـان هـم   در آن از می باشد که 

pTf16 حاوي چپرونTFاست. با استفاده از استفاده شده

تصاویر دات بلات آنالیز و میزان بیان ایمیج جی نرم افزار 

-شرح داده شده است. همـان 3صورت کمی در جدول به

شود بیشترین میزان بیان کـل محتـوي   طور که مشاهده می

ا پلاسـمید چپرونـی حـاوي    پروتئینی براي بیان هم زمان ب

درصـد  52به میزان DnaK/Jو GroEL/ESهاي  چپرون

پلاسمی مربوط به بیان هم زمـان بـا پلاسـمید    و بیان پري

باشد.درصد می50به میزان TFچپرونی حاوي 

-Hisپلاسمی استخراج شده با استفاده از آنتـی بـادي ضـد    پروتئین هاي پريـطرح دات بلات کل محتوي پروتئینی و بـالف2شکل 

tag بـه ترتیـب   7الـی  1هـاي  . شـماره NGF    تجـاري کنتـرل مثبـت، وpG-Tf2-NGF ،pTf16-NGF ،pGro7-NGF ،pKJE7-

NGF،pG-KJE8-NGF وNGFپرون می باشد. بدون بیان با چ

با استفاده از آنالیز داده هاي دات بلات.NGFپروتئینبیاندرصدهاي-3جدول

NGFو پلاسمید چپرونی (%)یبیان کل محتوي پروتئین پلاسمی (%)بیان پري

pG-Tf2-NGF 1 12

pTf16-NGF 20 50

pGro7-NGF 4 8

pKJE7-NGF 4 3

pG-KJE8-NGF 52 3

پرونبدون چ NGF 12 2

NGFتجاري 7 22

تعیین غلظت کـل محتـوي پروتئینـی بـا روش     3-4

برادفورد

در هر یک از حالت هاي بیان نی یکل محتوي پروتئغلظت 

گیـري و  بـا اسـتفاده از روش برادفـورد انـدازه    پـرون  با چ

تولیـد شـده   NGFمحاسبه شد. بیشترین غلظت پـروتئین  

هـاي   مربوط به حالتی است که از بیان هـم زمـان چپـرون   

GroEL/ES وDnaK/J پلاسمید چپرونی)(pG-KJE8 و

TF پلاسمید چپرونی)(pTf16 میـزان  .استفاده شده اسـت

±073/0غلظت پروتئین کل محاسبه شـده بـه ترتیـب     

لیتـر اسـت.   گرم بـر میلـی  میلی620/1±081/0و 843/1

-آمده از تحلیل کمـی ژل دست بهنتایج حاصل با مقادیر 

و کاغذ دات بـلات مطابقـت دارد کـه    SDS-PAGEهاي 

بـر  pG-KJE8ثیر بیشتر پلاسـمید چپرونـی   أنشان دهنده ت

بیان کل محتوي پروتئینی است.
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جهـت بررسـی عملکـرد    PC12هاي کشت سلول3-5

تخلیص شدهhβNGFپروتئین نوترکیب 

-قرار میNGFدر معرض PC12هاي ردهزمانی که سلول

ها کرده و به نورونک هفته تمایز پیدایگیرند، در عرض 

در بررسـی هـاي   شـوند.  (سلول هاي عصبی) تبـدیل مـی  

شـده صورت گرفته در تحقیقـات قبلـی نیـز نشـان داده    

هــا، بــر تغییــر در بیــان ژنز، عــلاوهطــی تمــایاســت کــه 

). 31و 29(ها نیز تغییر خواهد کردمورفولوژي سلول

نوترکیـب انسـانی   hβNGFبه منظور بررسی عملکرد 

انجـام گرفـت و   PC12هـاي  تخلیص شده، کشت سـلول 

NGFلیتـر محـیط کشـت،    نانوگرم در هر میلـی 50میزان 

ها افزوده شد. پس از طی چهـار روز از  نوترکیب به سلول

ــت،     ــیط کش ــه مح ــب ب ــروتئین نوترکی ــدن پ ــزوده ش اف

ها شروع به تغییر کرد و پس از گذشت مورفولوژي سلول

هاي شاخص عصبی در زیر میکروسکوپ ک هفته سلولی

ــرل از   ــوان کنت ــه عن ــد. ب تجــاري NGFمشــاهده گردیدن

3لخریداري شده از شرکت سیگما نیز استفاده شد. شـک 

را قبل از تیمار با پروتئین PC12هاي (الف) تصویر سلول

(ج)، عکس 3(ب) و3هايدهد و شکلنوترکیب نشان می

تجـاري و بیـان   NGFرا پس از تیمار با PC12هاي سلول

ملاحظـه  همـانطور ک ـ دهـد. ه نشان میTFشده با چپرون 

هاي تیمار شـده  ک هفته، سلولپس از گذشت یشود،می

به TFشده همراه با چپرونبیان NGFتجاري و NGFبا 

.)29و30(اندتمایز پیدا کردهعصبی هايسلول

NGFپس از یک هفته انکوبه شدن در محیط کشت حاوي ـب، NGFقبل از تیمار با پروتئین نوترکیب PC12هاي سلولـالف3شکل 

.TFبیان شده همراه با چپرون NGFدر محیط کشت حاوي پس از یک هفته انکوبه شدن ـتجاري و ج

بحث-4

سیتوپلاسـمی  در بیـان  E. coliترین مشکل سیسـتم  عمده

باشد که پروتئین هاي نوترکیب، تشکیل اینکلوژن بادي می

اگرچه جداسازي پـروتئین را بـا درصـد خلـوص بـالایی      

دلیل نامحلول و غیرفعـال بـودن   سازد، اما بهپذیر میامکان

آن را دوباره بازیابی کرد و بـه فـرم صـحیح    بایدپروتئین 

ي بسـیار  بر صرف هزینـه، کـار  درآورد که این عمل علاوه

باشد. همچنین به دلیل گرم منفی بودن و فضاي پیچیده می

هاي تولیدي را توان پروتئینمیE. coliاحیایی سیتوپلاسم 

به پري پلاسم ترشح کرد که برخلاف سیتوپلاسم، پروتئین

هـاي  درصد کـل پـروتئین  4هاي موجود در این فضا تنها 

پلاسـم  ريها به پ ـشوند. ترشح پروتئینسلول را شامل می

گیـري  شـکل باعـث با توجه به فضاي اکسیداتیو موجـود،  

هاي کمکسولفیدي با کمک پروتئیندهاي ديپیونصحیح 

شـود. از  مـی DsbCو DsbAکننده بـه ایـن عمـل ماننـد     

تر شدن جداسـازي  پلاسمی آسانمزایاي دیگر فضاي پري

سازي پـروتئین تولیدشـده و نیـز کـاهش میـزان      و خالص

).32باشد (مختلف میپروتئازهاي

ســولفیدي ســه پیونــد ديNGFدر ســاختار پــروتئین 

در عملکــرد آنهــاوجـود دارد کــه شــکل گیـري صــحیح   
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امکـان شـکل   . از آنجـایی کـه   پروتئین نقش اساسـی دارد 

دهاي دي سولفیدي در فضاي سیتوپلاسمی بـه  پیونگیري 

لازم اسـت کـه  دلیل پتانسیل اکسایشی منفـی، کـم اسـت    

. فضـاي  پیدا کندانتقالپلاسمی پروتئین ها به فضاي پري 

سـولفیدي در  هاي ديپیوندگیري اکسیداتیو و امکان شکل

-را مکانی مناسب براي تولید پروتئیناین فضاپلاسم، پري

Eسولفیدي در میزبان هاي ديپیوندهاي نوترکیب داراي 

.coli کرده است. با توجه به مزیت هاي باکتريE. coli از

جمله سرعت رشد بـالا، بیـان بـالاي پـروتئین هـدف بـا       

و توانایی تولید کم نسبتبهپروموترهاي قوي، هزینه هاي 

را هاي دي سـولفیدي در پـري پلاسـم، آن    پیونـد تشکیل 

هــاي بــراي تولیــد پــروتئین تبــدیل بــه میزبــانی مناســب 

). 33و 15، 13(استکردهنوترکیب زیادي 

در همین راستا در این تحقیق به منظور بیـان و تولیـد   

بـا  E. coliاز میزبان بیانی انسانی NGFپروتئین نوترکیب 

تـوالی پپتیـد   ، T7داراي پروموتر قوي (+)pET39bوکتور 

ــت و DsbAنشــانه و ژن  جهــت صــدور، افــزایش حلالی

پیچش صحیح پروتئین نوترکیب در فضاي پري پلاسـمی  

هـاي  تأثیر بیـان هـم زمـان چپـرون    لاوه. به عاستفاده شد

براي اولین در پري پلاسم hβNGFسیتوپلاسمی بر تولید 

بررسی قرار گرفت. موردین پژوهشبار در ا

بیان هـم زمـان   نتایج بررسی حاضر نشان می دهد که 

(پلاسمید چپرونیDnaK/Jو GroEL/ESیپرونچگروه 

KJE8(pG- ــرون و ــی TFچپ pTf16)(پلاســمید چپرون

نسـبت بـه سـایر    سبب افزایش بیان کل محتوي پروتئینی

پلاسمیتولید پريهمچنیناند. دهاي چپرونی شدهپلاسمی

تواند بـه دلیـل   است که میافتهینیز افزایش NGFپروتئین 

در برخـورد بـا زنجیـره    DnaKو TFهـاي  نقش چپـرون 

زمان بـا ترجمـه بـه    پروتئینی در حال ساخت و انتقال هم

هاي اخیر در مورد چپرون افتهیتوجه به پلاسم باشد. باپري

TF   و همچنین دانستن این موضوع کـه پـروتئینNGF از

شـود،  پلاسم منتقل میبه پريSRPطریق انتقال وابسته به 

به زنجیره پروتئینـی  TFباشد. این نتایج دور از انتظار نمی

در حال ساخت متصل شده، همچنین بـا حضـور بـیش از    

برابري نسبت بـه  300برابري آن نسبت به ریبوزوم و سه 

SRP  و دارا بودن جایگاه اتصال مشترك بـاSRP  شـانس

SRPبین یدارد. این رقابتبه پروتئین بیشتري براي اتصال 

براي اتصال به زنجیره پروتئینی ایجاد کرده درنتیجه TFو 

گریز پروتئین و اتصـال  بعد از اتصال هر دو به نواحی آب

را بـه دنبـال داشـته و    TF، دفـع  FtsYبه گیرنده غشـایی  

پروتئین به پري پلاسم رفته و این عمل مجدداً تکرار مـی 

).34شود (

به فرم صحیح TFها توسط درصد پروتئین70بیش از 

به دلیل حضور این چپرون همراه کهشوندخود تبدیل می

TF،اشد. در این نوع انتقـال بریبوزوم و مقدار زیاد آن می

عمل کرده و سبب انتقال به مقدار زیاد 1دارندهنگهعنوانبه

اي کـه اثـر   شـود. در مطالعـه  به فضاي پري پلاسـمی مـی  

مشـاهده  وبررسـی  ScFvچپرون هاي مختلف را بر بیان 

افـزایش تولیـد پـري    باعـث TFچپـرون است کـه شده

تولید خارج سلولی آن پلاسمی این پروتئین شده است اما 

2014ر در سـال  ). در تحقیقی دیگ ـ21افته است (یکاهش

بر روي تولید پـروتئین کـلاژن شـبه    TFچپروناثر مثبت

افزایش نسبی همچنین ).  35شده است (انسانی نشان داده

pG-KJE8در تولید پري پلاسمی توسط پلاسمید چپرونی 

بوده که سـبب  DnaK/Jچپرون Holdaseبه دلیل فعالیت 

هاي در حال تولید به پري پلاسم خروج برخی از پروتئین

نقشــی در ایـن انتقـال نــدارد،   GroEL/ESشـده اسـت و   

در انتقـال وابسـته بـه    طور معمولبهچپرون کهایندلیل به

Sec توجـه در  افـزایش قابـل  2016دخالت دارد. در سال

سـمید  زمـان بـا پلا  تولید سارکوزین اکسیداز در بیـان هـم  

). با توجـه  36شده است (نیز گزارشpG-KJE8چپرونی 

آمده از بررسـی غلظـت پـروتئین تولیـد     دست بهبه نتایج 

و گـروه چپرونـی   TFچپـرون زمان بـا  صورت همشده به

1. Holdase
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DnaK/J وGroEL/ES    می توان نتیجه گرفـت کـه ایـن ،

نسبت به سایر چپرون ها داراي عملکردي بهتر هاچپرون

داشـته انـد.   NGFثیر بیشتري بر تولیـد پـروتئین   أبوده و ت

چپرون حاويpG-KJE8بیان هم زمان  پلاسمید چپرونی 

تري بودهداراي عملکرد کلیDnaK/Jو GroEL/ESهاي

تولید بیان کل محتوي پروتئینی و بر يثیر بیشترأو تاست

، این در حالی است که بیان هم داشته استNGFپروتئین 

ــی    ــمید چپرون ــان پلاس ــرون  pTf16زم ــاوي چپ TFح

بیشتري را به پري NGFمیزان و اختصاصی تر عمل کرده

ایـت بـا توجـه بـه نتـایج      پلاسم منتقل کرده اسـت. در نه 

ثیر بیشـتري در  أتTFچپرونمی توان گفتآمدهدست به

گروهت به داشته و نسبNGFپروتئین پري پلاسمی تولید 

به پـري  NGFدر انتقال GroEL/ESو DnaK/Jچپرونی

پلاسم اختصاصی تر عمل کرده است.

تشکر و قدردانی:
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تشکر و قدردانی می کنند.04/06/28850شماره گرنت 

:منابع

1.  Levi‐Montalcini, R. (1987) the nerve growth
factor: 35 years later (Nobel lecture). Angewandte
Chemie. 26 (8),  707-716.

2. Alzheimer, C. (2012) (Ed.). Molecular and
Cellular Biology of Neuroprotection in the CNS.
Springer Science & Business Media.

3. Snider, W. D. (1994)  Functions of the
neurotrophins during nervous system development:
What the knockouts are teaching us. Cell. 77 (5),
627.

4. Wang, W., Chen, J., Guo., X. (2014) The role of
nerve growth factor and its receptors in
tumorigenesis and cancer pain. Biosci Trends. 8,
68-74.

5. Althaus, H. H. (2004) Remyelination in multiple
sclerosis: a new role for neurotrophins?. Prog Brain
Res.146, 415-432.

6. Zhou, H., Gong, Y., Liu, Y., Huang, A., Zhu, X.,
Liu, J., Liu, J. (2020). Intelligently
thermoresponsive flower-like hollow nano-
ruthenium system for sustained release of nerve
growth factor to inhibit hyperphosphorylation of
tau and neuronal damage for the treatment of
Alzheimer's disease. Biomaterials. 237, 119822.

7. Kawamoto, K., Matsuda, H. (2004) Nerve
growth factor and wound healing. Prog Brain Res.
146, 369-384.

8. Lambiase, A., Sacchetti, M., and Bonini, B.
(2012) Nerve growth factor therapy for corneal
disease. Curr Opin Ophthalmol. 23, 296-302.

9. Paoletti, F., Malerba, F., Ercole, B. B., Lamba,
D., and Cattaneo, A (2015) A comparative analysis
of the structural, functional and biological
differences between Mouse and Human Nerve
Growth Factor. Biochim. Biophys. Acta. 1854, 187-
197.

10. Hajihassan, Z., Tilko, P. G., Sadat, S. M.
(2018). Improved Production of Recombinant
Human β-NGF in Escherichia coli–a Bioreactor
Scale Study. Pol j of microbiol. 67(3), 355.

11. Edwards, R. H., Selby, M. J., Mobley, W. C.,
Weinrich, S. L., Hruby, D. E., Rutter, W. J. (1988).
Processing and secretion of nerve growth factor:
expression in mammalian cells with a vaccinia
virus vector. Mol cell biol. 8(6), 2456-2464.

12. Dong, W., Li, C., Yang, Y., Wang, T. Wang, F.
(2019). Increasing transgenic expression in
recombinant Chinese hamster ovary cells using
introns in different directions. Chin j biotechnol.
35(6), 1071-1078.

13. Sezonov, G., Joseleau-Petit, D., D'Ari, R.
(2007) Escherichia coli physiology in Luria-Bertani
broth. J. bacteriol.Res. 189, 8746-8749.

14. Burgess, R. R. (2009) Refolding solubilized
inclusion body proteins. Methods in enzymology.
463, 259-282.

15. Maksum, I. P., Lestari, A., Fauzia, R. P.,
Rachman, S. D., Soedjanaatmadja, U. M.
(2019) Escherichia coli BL21 (DE3) expression
system using TorA signal peptide for Recombinant
Human Albumin (rHA) secretion. Int. J. Res. 10(4),
3319-3324.

16. Rosano, G. L.,  Ceccarelli, E. A. (2014)
Recombinant protein expression in Escherichia

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
00

.1
2.

3.
4.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

23
 ]

 

                            10 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1400.12.3.4.4
https://biot.modares.ac.ir/article-22-40805-fa.html


و همکارانسادات_________________ ________________________________ ...ثیر بیان هم زمان چپرون هايأت

97

coli: advances and challenges. Front Microbiol. 5,
172.

17.  De  Marco,  A.,  De  Marco,  V.  (2004)  Bacteria
co-transformed with recombinant proteins and
chaperones cloned in independent plasmids are
suitable for expression tuning. J. Biotechnol. 109,
45-52.

18. Hartl, F. U., Hayer-Hartl, M. (2002) Molecular
chaperones in the cytosol: from nascent chain to
folded protein. Science. 295, 1852-1858.

19. Vabulas, R. M., Raychaudhuri, S., Hayer-Hartl,
M., X Hartl, R. M.  (2010) Protein folding in the
cytoplasm and the heat shock response. Csh
Perspect Biol. 2, a004390.

20. Hartl, F. U., Martin, J. (1995) Molecular
chaperones in cellular protein folding. Curr Opin
Struct Biol. 5, 92-102.

21. Sonoda, H., Kumada, H., Katsuda, T., Yamaji,
H. (2011) Effects of cytoplasmic and periplasmic
chaperones on secretory production of single-chain
Fv antibody in Escherichia coli. J Biosci Bioeng.
111, 465-470.

22. Baneyx, F. Palumbo, J. L. (2003) Improving
heterologous protein folding via molecular
chaperone and foldase co-expression in E. coli.
Gene Expression Protocols, ed: Springer. 171-197.

23. Saibil, H. (2013) Chaperone machines for
protein folding, unfolding and disaggregation.
Nature reviews Molecular cell biology. 14, 630-
642.

24.  Sambrook, J., Russelt, D.W. (2001). Molecular
cloning: A laboratory manual. Fourth edition. New
York: Cold spring harbor laboratory press.

25. Libby, R. T.,  Braedt, G., Kronheim, S. R.,
March, C. J., Urdal, D. L., Chiaverotti, T. A. (1987)
Expression and purification of native human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
from an Escherichia coli secretion vector. DNA. 6,
221.

26. U. K. Laemmli, (1970) Cleavage of structural
proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature. 227, 680-685.

27. De Maio, A. (1994) Protein blotting and
immunoblotting using nitrocellulose membranes, in

Protein Blotting. A Practical Approach, ed: IRL
Press New York. 11-32.

28. Bradford, M. M.  (1976) A rapid and sensitive
method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Anal. Biochem. 72, 248-254.

29.  Sadat, S. M., Z. Hajihassan, Z., Barshan-
tashnizi, M., Abdi. M. (2018) Co-expression of
recombinant human nerve growth factor with
trigger factor chaperone in E. coli. Nova Biol.
Reperta. 5, 221-228.

30. Hajihassan, Z., Abdi, M., Roshani Yasaghi, E.,
Rabbani-Chadegani, A. (2017) Optimization of
recombinant beta-NGF purification using
immobilized metal affinity chromatography.
Minerva Biotecnol. 29, 126-132.

31. McGuire, J. C., Greene, L. A. (1979) Rapid
stimulation by nerve growth factor of amino acid
uptake by clonal PC12 pheochromocytoma cells. J.
Biol. Chem. 254, 3362-3367.

32. Derman, A. I., Prinz, W. A., Belin, D.,
Beckwith, J. (1993) Mutations that allow disulfide
bond formation in the cytoplasm of Escherichia
coli. Science. 262, 1744-1747.

33. Huang, C. J., Lin, H., Yang, X. (2012)
Industrial production of recombinant therapeutics in
Escherichia coli and its recent advancements. J Ind
Microbiol Biotechnol. 39, 383-399.

34. Puertas, J. M., Nannenga, B. L., Dornfeld, K.
T., Betton, J. M., Baneyx, F. (2010) Enhancing the
secretory yields of leech carboxypeptidase inhibitor
in Escherichia coli: influence of trigger factor and
signal recognition particle. Protein Expr Purif. 74,
122-128.

35. Jia, Q., Fan, D., Ma, P., Ma, X., Xue, W. (2014)
The different roles of chaperone teams on over-
expression of human-like collagen in recombinant
Escherichia coli. J Taiwan Inst Chem Eng. 45,
2843-2850.

36. Tong, Y., Feng, S., Xin, Y., Yang, H., Zhang,
L., Wang, W. (2016) Enhancement of soluble
expression of codon-optimized Thermomicrobium
roseum sarcosine oxidase in Escherichia coli via
chaperone co-expression. J. Biotechnol. 218, 75-84.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
00

.1
2.

3.
4.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

23
 ]

 

                            11 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1400.12.3.4.4
https://biot.modares.ac.ir/article-22-40805-fa.html


Biotechnology-Tarbiat Modares University

98

The effect of cytoplasmic chaperones co-expression with
recombinant human nerve growth factor in E. coli

Seyede Mahdie Sadat1, Zahra Hajihassan1*, Mohammad Barshan-tashnizi1

1- Department of Life Science Engineering, Faculty of New Sciences and Technologies, University of
Tehran, Tehran, Iran

*Corresponding Author  :hajihasan@ut.ac.ir
Postal code: 1439957131

Phone: +98 (21) 86093294
Fax: +98 (21) 88497324

Received: 2020/4/7               Accepted: 2021/4/3

Abstract:
Nerve growth factor (NGF) is a neurotrophic factor that is functional in
survival, maintenance and differentiation of peripheral and central nervous
system cells. This protein has three subunits that  its  beta  subunit  has  main
activity. According to scientific studies, it can be used as a therapeutic agent
in treatment of many diseases such as peripheral neuropathy associated with
diabetes, Alzheimer's disease, Parkinson's disease, skin disease and so on.
Prokaryotic expression of recombinant NGF should be done in the
periplasmic space because of its oxidative envoronment. It is worth noting
that co-expression of cytoplasmic molecular chaperones can facilitate the
secretion of the recombinant proteins to the periplasmic space and also
enhance the protein solubility.

In this study, the effect of cytoplasmic chaperones of GroEL / GroES, DnaK
/ DnaJ, GrpE, Trigger Factor (TF) on the periplasmic production of
recombinant NGF protein was studied. For this purpose, β-NGF subunit was
expressed in pET39b(+) expression vector simultaneously with chaperone
plasmids pG-Tf2, pTf16, pGro7, pKJE7 and pG-KJE8 in E. coli DE3 strain.
The results showed that in the presence of TF chaperone (pTf16 plasmid),
the total protein and periplasmic production increased. Also, the DnaK/DnaJ
and GroEL/GroES chaperones (pG-KJE8 plasmid) have also increased the
production to some extent.; while the expression of GroEL/ GroES (pGro7)
or DnaK / DnaJ (pKJE7) had no effect on protein expression. Also treatment
of PC12 cell line with recombinant β-NGF showed differentiation to nerve
cells which indicates that the produced protein is fully functional.

Keywords: cytoplasmic chaperones, recombinant nerve growth factor, PC12
cell line
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