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Cloning of Human Survivin in pET-28a and its Protein 
Expression Study in E. coli BL21(DE3)

[1] Regulation of apoptosis by inhibitors of apoptosis (IAPs) [2] Inducing death in tumor 
cells: Roles of the inhibitor of apoptosis proteins [3] An exegesis of IAPs: Salvation and 
surprises from BIR motifs [4] Survivin apoptosis: An interloper between cell death and cell 
proliferation in cancer [5] Structure of the human anti-apoptotic protein survivin reveals a 
dimeric arrangement [6] Crystal structure of human survivin reveals a bow tie-shaped 
dimer with two unusual α-helical extensions [7] Survivin-ΔEx3 and survivin-2B: Two novel 
splice variants of the apoptosis inhibitor survivin with different antiapoptotic properties 
[8] Survivin study: An update of “What is the next wave?” [9] Mitochondrial survivin inhibits 
apoptosis and promotes tumorigenesis [10] An IAP-IAP complex inhibits apoptosis [11] 
Smac, a mitochondrial protein that promotes cytochrome c-dependent caspase activation 
by eliminating IAP inhibition [12] Treat cancers by targeting survivin: Just a dream or 
future reality? [13] Construction, expression, and purification of HIV-TAT-survivin (T34A) 
mutant: A pro-apoptosis protein in Escherichia coli [14] Preparation and evaluation of 
activity of highly-soluble anticancer protein drug TATm-survivin (T34A) [15] Cloning, 
expression, and purification of the recombinant pro-apoptotic dominant-negative survivin 
T34A-C84A protein in Escherichia coli [16] Effect of temperature on protein quality in 
bacterial inclusion bodies [17] Kinetic model of the aggregation of alpha-synuclein provides 
insights into prion-like spreading  

Aims The Inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) are a family of proteins that block cell death 
through caspase activity. Survivin is the smallest IAPs family member that overexpresses in 
different cancer types but not in normal tissue except embryonic tissue. Survivin may be used 
as a new marker to stratify cancer patients for more optimal treatment modalities. The aim of 
the current study was to investigate survivin DNA cloning into pET-28a and its expression in 
E. coli.
Materials & Methods The sequence of survivin gene was amplified by PCR using specific 
primers and pcDNA-survivin pattern. PCR product and pET-28a plasmid were digested by 
HindIII/NheI restriction enzymes and survivin was ligated into the digested vector. Then, 
the ligation product was transformed into the E. coli DH5a competent cells and screened by 
antibiotic selection marker (kanamycin). Positive colonies were selected by colony PCR and 
screened by double digestion of isolated plasmid. One positive colony was sequenced and 
confirmed. The recombinant plasmid was transformed into the expression strain of E. coli 
(BL21) by chemical method. The expression of survivin was induced in the different conditions 
and expression levels investigated by SDS-PAGE.
Findings The size of PCR product in agarose gel showed the correctness of amplification. The 
digested pET-28a plasmid also indicated the correctness of enzymatic reaction. The sequence 
of the cloned fragment revealed a 100% similarity to the human survivin. In expressing, adding 
IPTG increased the expression of survivin protein in all conditions, especially 37ᵒC from 2h 
after induction. At all conditions, most of survivin accumulated in the bacteria as inclusion body.
Conclusion The wild type survivin gene was cloned into the pET-28a plasmid and the 
expression of survivin into the expression strain of E. coli (BL21) was as in-soluble form mixed 
soluble. The present study paves the way for producing this protein in E. coli.
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  چکيده
ها هستند پروتئیناز خانواده ، (IAPs)مهارکننده آپوپتوز  یهانیپروتئ اهداف:

سورویوین کوچکترین  کنند.سلول را متوقف می مرگ که با مهار فعالیت کاسپاز
های سرطانی مشاهده شده از این خانواده است که در سلولپروتئین شناخته

جز بافت جنینی مشاهده نشده است. های نرمال بهشود اما در بافتمی
طان د برای شناسایی و درمان سر عنوان یک مارکر جدیسورویوین ممکن است به

مورد استفاده قرار گیرد. هدف مطالعه حاضر، کلونینگ ژن سورویوین در وکتور 
pET-28a  و بیان پروتئین در باکتریE.	coli .بود  

و با استفاده از پرایمرهای  PCRژن سورویوین با روش  ها:مواد و روش
و پلاسمید  PCRتکثیر شد. محصول  pcDNA-survivinاختصاصی و الگوی 

pET-28a های محدودگر با آنزیمHindIII/NheI  درون برش داده و سورویوین
	.Eشده به باکتری خورده الحاق شد. سپس محصول الحاقوکتور برش coli 

DH5a بیوتیک کانامایسین غربالگری شد. ترنسفورم و با استفاده از آنتی
ی مثبت با روش هضم ارزیابی شدند و پلاسمید کلن PCRها با روش کلنی

دوگانه غربالگری شد. در نهایت یک کلنی مثبت با تعیین توالی تایید شد. 
	.Eپلاسمید نوترکیب با روش شیمیایی به باکتری بیانی  coli (BL21) 

-SDSترنسفورم شد. بیان سورویوین در شرایط مختلف انجام و سطح بیان با 

PAGE .بررسی شد  
با استفاده از ژل آگارز تایید شد.  PCRده توسط اندازه قطعه تکثیرش ها:یافته

خورده نیز فعالیت آنزیمی را تایید کرد. قطعه برش pET-28aپلاسمید 
انسانی داشت. افزودن با سورویوین  %١٠٠یابی تشابه شده پس از توالیکلون

IPTG  در تمام شرایط خصوصاً دمای سورویوین موجب بیان پروتئین˚C۳۷  از
شده در بیانسورویوین س از القا شد اما در همه شرایط، عمده ساعت پ ۲زمان 

 صورت تجمعی بود.باکتری به
 انیو ب کلون شد pET-28a دیدر پلاسم ینوع وحش سورویوینژن گیری: نتیجه

حاضر  مطالعهصورت نامحلول همراه با محلول بود. به coli (BL21)	E.آن درون 
  داد. هیارا coli	E. یرا در باکتر  نیپروتئ نیا دیراهکار تول
  BL21(DE3) ،pET-28a، سورویوین، کلونینگ، PCRها: کلیدواژه

  
  ۰۹/۰۱/۱۳۹۹ تاريخ دريافت:
  ۰۸/۰۳/۱۳۹۹ تاريخ پذيرش:

  ataei_f@modares.ac.irنويسنده مسئول: *

  
  مقدمه
ای از شدهخانواده حفاظت، (IAPs)های مهارکننده آپوپتوز پروتئین
-SFهای بار در سلولهای مرگ سلولی هستند که اولینمهارکننده

شده توسط باسیلوویروس دیده شدند و مشخص حشرات آلوده 21

شد در سرکوب مرگ سلولی به واسطه آلودگی ویروسی نقش 
 .]1[دارند

 ۷۰براساس حضور یک دومین تقریباً  IAPاعضای خانواده 
 BIRبه نام دومین  )2Zn+(شونده به یون روی تصلآمینواسیدی م

آپوپتوتیک این خانواده وابسته شوند که خواص آنتیبندی میدسته
ای کاسپازها را مهار طور بالقوهبهکه  به همین دومین است

های هیدروفوب و هیدروفیل کنند. با توجه به وجود اسیدآمینهمی
روتئین و مهار پ -کنش پروتئیندر میان BIRدر این دومین، 
های متعددی از جمله مهاجرت ها نقشIAP. ]2[آپوپتوز نقش دارد

رسانی، تنظیم چرخه سلولی، مهار آپوپتوز، التهاب و سلولی، پیام
 .]1 ,3[کنندغیره را در سلول ایفا می

انسانی  سورویوین یکی از اعضای این خانواده سورویوین است.
کیلودالتون ٥/١٦حدود  با وزنی آمینواسید ١٤٢شکل از مت یپروتئین
 داردهمودایمر  حالت پروتئینی فعال این کیولوژیزیففرم است. 

هم متصل ه ب BIRمین وکه از طریق سطح هیدروفوبیک د
کریستالوگرافی ساختار پروتئین سورویوین نشان  .]1 ,4[شوندیم
شکل با دو دنباله شبیه یک پاپیون روبانی آنکه فرم دایمر  دهدیم

، ی این خانوادهبرخلاف سایر اعضا واست  کیپاتیآلفاهلیکس آمف
فرم مونومر آن متقارن و شامل  .]4-6[است RINGمین وفاقد د

 ) در انتهای آمینی، یک لینکرBIRمین و(د روی اتصال بهمین ود
  .]5 ,6[و یک انتهای کربوکسیلی آلفاهلیکسی طویل است

 کروموزمی تلومر  هیناحدر  که BIRC5 سورویوین توسط ژن
25q17  اینترون  ٣اگزون و  ٤ دارای و شودیمقرار دارد کد
 دارای توزیع درون سلولی متفاوتی است. این پروتئین .]7 ,8[است

و سیتوپلاسم مشخص  هسته سورویوینتوزیع برای  عمدهدو محل 
دیگری از  رهیذخی توموری هاسلولاخیراً در میتوکندری  شده، ولی
 رهیذخ به دنبال تحریک مرگ سلولی، است.گزارش شده  سورویوین
و مرگ  شودیم میتوکندریایی به درون سیتوپلاسم آزاد سورویوین

  .]8 ,9[کندیمسلولی را مهار 
را در مهار آپوپتوز اثبات  سورویوینتحقیقات متعددی نقش 

طور کامل بهسورویوین  مکانیزم مهار آپوپتوز توسطولی اند کرده
ی هامحرکگزارش شده است که در پاسخ به  .]4 ,7 ,9[روشن نیست
که یک عضو دیگر از  XIAPبا اتصال به  سورویوین مرگ سلولی،

منجر  که این کمپلکس کندیمکمپلکس ایجاد  است IAPخانواده 
طور سینرژیک، فعالیت شود و بهمی XIAP به افزایش پایداری

و  XIAPسورویوین با اتصال به . درواقع کندیمرا مهار  ٩کاسپاز 
 بیشدن و تخرنهیتیکوئیوبیدر برابر  XIAPکمپلکس، از  لیتشک

 سورویوینمکانیزم دیگری که  .]9 ,10[کندیممحافظت  یپروتئازوم
 SMACکردن فاکتور غیرفعال کندیمبه کمک آن آپوپتوز را مهار 

یک پروتئین میتوکندریایی است که آپوپتوز را با  SMAC است.
و منجر  کندیمهای خاص شروع IAPتشکیل کمپلکس با برخی از 

با اتصال به  سورویوین .شودیمکنش آنها با کاسپازها به مهار میان
SMAC  عملکرد آنتاگونیستیSMAC  اتصال بهبرای IAPمانند  ها
XIAP  11[دهدیمرا کاهش[. 
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ی متعدد هامولکولو  سورویوینکنش بین با درنظرگرفتن میان
منجر به افزایش سورویوین میتوز، بیان بالای  و مرتبط با آپوپتوز

. درواقع شودیم آنهای سرطانی و مقاومت دارویی هاسلولبقای 
منجر به  سورویوینکه افزایش بیان  کنندیمشواهد زیادی تایید 

پروآپوپتوتیک از  درمانی ول شیمیبروز مقاومت به انواع عوام
ی سرطانی هاسلولدر  TRAILو  TNF-α، نیپلاتسیسقبیل 

عنوان یک هدف مهم به سورویوینها، . براساس این یافتهشودیم
 .]12[استسرطان مورد توجه قرار گرفته  درمانبرای 

 نیپروتئ بینوترک تولید یساز یحاضر، بوممطالعه هدف 
و  ییزایماریب سورویوین در روند نیآنجا که پروتئسورویوین بود. از 
مناسب  ریمقاد هیته کند،یم فایا یمهم ارینقش بس درمان سرطان

انجام  یبرا یضرور  یگام صورت محلول،به نیپروتئ نیاز ا
ارزیابی اثر داروهای  زیو ن میز مکان ییشناسا ،یساختار  مطالعات

در مطالعه  نیبنابرا. دیآیبه شمار ممختلف بر ساختار پروتئین 
 DNA ی،سورویوین در باکتر  نیپروتئ و تولید انیهدف ب حاضر با

  انجام شد.و سپس بررسی بیان آن  کلونآن 

  
  هامواد و روش

 حامل ژن pcDNA(3+) دیمسپلا حاضر یتجرب مطالعهدر 
. مورد استفاده قرار گرفت PCR در عنوان الگوبه سورویوین

استفاده شدند که به با توالی مشخص و پسرو  شرویپ یمرهایپرا
بودند  Hindو  Nheترتیب دارای جایگاه آنزیم محدودکننده 

  ).١جدول (

  
  توالی و مشخصات پرایمرهای مورد استفاده )۱جدول 

دما 
(˚C)	

محدودگر آنزیم   توالی
نام 
پرایمر

۸۸  Nhe 
5’-GTACGCTAGCATGGGTGCCCCGACGTTGC-

 یشروپ ’3

۸۶ Hind 
5’-

TCGTAAGCTTTCAATCCATGGCAGCCAGCTG-
3’ 

 سروپ

  
 و پیشرو پرایمرهای ،PCRاز طریق  سورویوین ژنتکثیر  منظوربه

 به الگو پلاسمید میکرولیتر و بر پیکومول۱۵ مقدار به هر یک پسرو
 حجم درمیکرولیتر از مسترمیکس ۱۵ نانوگرم به همراه۱۵ مقدار
 یارهیزنج واکنش شدند و مخلوط هم با میکرولیتر۳۰ نهایی
در  ییابتدا گیواسرشت واکنش برنامه انجام شد که طبق پلیمراز
شامل فاز  یامرحلهسه سیکل ۲۵ دقیقه، ۵ مدت به C۹۴°ی دما

 ثانیه ۴۰( مریپرا، فاز اتصال )C۹۵° یدر دما هیثان ۴۵( گیواسرشت
) و در C۷۲° یدر دما هیثان ۳۰(شدگی فاز طویل ،)C۶۵° دمای در

دقیقه انجام  ۱۰به مدت  C۷۲°شدن نهایی در دمای نهایت طویل
% الکتروفورز و با ١آگارز با استفاده از ژل  PCR محصولشد. 

جنوبی)  کره؛ DNA )Gene Allاستخراج  تیاستفاده از ک

 دیکلئوتنو ۴۲۶ با برابر سورویوین ژنشد. از آنجا که طول پاکسازی 
 گاهیجا رینظ مرهایپرا ازینشیپ یهاقسمت احتساباست، با 

 ۴۵۰حدود  محصول واکنش ییدهنده طول نهابرش یهامیآنز
 .بود دینوکلئوت

واکنش بالا  محصول ،به درون حامل سورویوین ژنورود  منظوربه
رشی مورد نظر است با دو آنزیم ب که حامل pET-28a و پلاسمید

Nhe  وHind  در دمای°C۳۷  شدند  ماریتساعت  ۶به مدت
. شوند انتهاهای چسبنده دارای اضافی، قطعات دادنازدست با تا

سپس هر دو محصول هضم دوگانه، پاکسازی شدند و با استفاده 
 C۲۲° لیگاز، واکنش الحاق بین آنها در دمای DNA-T4از آنزیم 
ساعت انجام  ۱۶به مدت  C۴° ساعت و در ادامه دمای ۴به مدت 

به  دیکلرمیاستفاده از روش کلسبا  حاقمحصول واکنش ال شد.
و روی منتقل  DH5αاز سویه  یکل ایشیاشرداخل باکتری مستعد 

ی هاکلنیکشت داده شد.  نیسیکاناماآگار حاوی  LBپلیت 
ارزیابی اولیه شدند. سپس  PCRظاهرشده با استفاده از 

ی مثبت کشت داده شدند و استخراج پلاسمید انجام و هاکلنیتک
با هضم دوگانه توسط دو آنزیم برشی غربالگری اولیه انجام شد. در 

ی توسط شرکت ماکروژن ابییتوالشده با نهایت، صحت توالی کلون
  کره تایید شد.

با روش شیمیایی به  سورویوینحامل ژن  pET-28aپلاسمید 
منتقل  BL21 (DE3)سویه  کلی اشریشیاداخل باکتری بیانی 

 نیسیکاناما یآگار حاو LB تیپل یروشد. باکتری حامل پلاسمید 
مایع  LB طیمح تریلیلیم۱۰به  هاکلنیاز  یکی کشت داده شد.

 در انکوباتور در ساعت ۱۴ مدت بهاضافه و  نیسیکاناماحاوی 
 سپسشد.  داده قرار دقیقه در دور۲۲۰ سرعت با C۳۷° دمای
 LB تریلیلیم١٠٠به  باکتریایی سوسپانسیون این از تریلیلیمیک

مورد  ODافزوده و در انکوباتور در همان شرایط قرار داده شد تا به 
ند لاکتوز و های مختلف ماننظر برسد. پس از آن با القاکننده

IPTG  ی مختلف قرار داده شد تا میزان هازمانالقا و در دماها و
 مختلف شرایط بیان، سازیبهینه برایبیان پروتئین بررسی شود. 

و میزان بیان پروتئین با استفاده از ژل  گرفت قرار بررسی مورد
SDS-PAGE .بررسی شد  

دور در دقیقه در ٦٠٠٠در ، در شرایط مختلف القاشده یهایباکتر 
در بافر لیز (تریس  هایباکتر شدند و رسوب  وژیفیسانتر C۴° دمای
مولار و میلی۵مولار، ایمیدازول میلی۳۰۰ کلریدسدیممولار، میلی٥٠

pH  یتوسط امواج ماورا هایباکتر از آن  بعد) حل شد. ۶/۷برابر 
مرحله  ۱۵شامل  ونیکاسی. سونشدند زی) لکاتوریصوت (سون

انجام  خی یهر مرحله بود و رو نیب فاصله هیثان ۴۰با  یاهیثان۲۰
 ۱۰به مدت  ونیکاسیاز سون حاصلی سلول یشد. سپس محتوا

جدا  ییو محلول رو وژیفیسانتر قهیدور در دق۱۲۰۰۰با سرعت  قهیدق
رسوب حاصل از فرآیند سونیکاسیون نیز مجدداً در همان حجم  شد.

از بافر لیز حل شد تا همزمان با محلول رویی از لحاظ مقدار 
  پروتئین نوترکیب مورد بررسی و مقایسه قرار گیرد.
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   ۱۳۹۹ ابستانت، ۳، شماره ۱۱وره د                                                                                                                                                                          فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

  هایافته
ژن هدف تکثیر شد که نتیجه آن روی ژل آگارز  PCRطی واکنش 

  لف).ا -۱اندازه ژن را تایید کرد (شکل 
محدودگر ی هامیآنزتوسط  pET-28aو پلاسمید  PCRمحصول 

Nhe  وHind  در دمای°C۳۷ شدند و اندازه قطعات  ماریت
ایجادشده روی ژل آگارز، صحت واکنش آنزیمی و هضم دوگانه را 
تایید کرد. سپس الحاق ژن و پلاسمید انجام شد و پس از طی 

، پلاسمید نوترکیب استخراج و مجدداً با هاکلنیمراحل غربالگری 
PCR  پلاسمیدی که نتیجه ب -۱تست شد (شکل .(PCR  آن

صورت دوگانه و هر آنزیم آنزیم محدودگر به مثبت بود با هر دو
ج اندازه  -۱صورت جداگانه برش داده شد که مطابق شکل به

پلاسمید فاقد ژن و پلاسمید دارای ژن اختلاف مناسب مطابق 
  را نشان دادند. سورویویناندازه ژن 

  

  
) ؛ الفpET-28aسورویوین در پلاسمید ژل آگارز مراحل کلونینگ ژن  )۱شکل 

 PCR)؛ ب) نتیجه ۱) در کنار مارکر وزن مولکولی (ستون ۲(ستون  PCRمحصول 
لاسمید پکنترل منفی  -۲ولکولی، مارکر وزن م -۱شده: روی ژن سورویوین کلون

نترل مثبت پلاسمید الگو؛ ج) نتیجه اثر ک -۴رکیب و پلاسمید نوت -۳بدون ژن، 
) و پلاسمید نوترکیب دارای ۲( بر پلاسمید بدون ژن Hindآنزیم محدودگر 

 )۱) در کنار مارکر وزن مولکولی (۳ژن (

  
شده، با پس از تایید نتایج برش آنزیمی، پلاسمید حامل ژن کلون

روموتر باکتریایی تعیین توالی شد که پ -T7استفاده از پرایمر 
 %۱۰۰صورت صحت توالی به NCBIبراساس تطابق با بانک ژنی 

  ).۲تایید شد (شکل 
  

  
با  pET-28aشده در وکتور شده ژن کلونی ترجمهتوال یساز فیرد )۲شکل 
 وحشیی نوع انسانسورویوین  نیپروتئ

  
پلاسمید پس از تعیین توالی و تایید نهایی، به درون باکتری 

ترنسفورم شد، بیان پروتئین در شرایط  BL21 (DE3)سویه بیانی 
ررسی ب SDS-PAGEمختلف انجام گرفت و نتایج با استفاده از ژل 

  شدند.

(غلظت  IPTGدر بیان پروتئین نوترکیب، در حضور القاکننده 
مولار) نسبت به عدم میلی۴مولار) و یا لاکتوز (غلظت میلی۵/۰

از دو  C۳۷°حضور القاکننده، بیان کاملاً مشهود بود و در دمای 
کیلودالتون ظاهر شد ۱۶ساعت بعد از القا، باندی با وزنی حدود 

استفاده شد و  LBمحیط کشت  در ادامه از الف). -۳(شکل 
تست شدند. در  C۳۷°و  ۳۰، ۲۵، ۲۲، ۱۸دماهای مختلف از جمله 

بیان متفاوت اما قابل  نظر میزان مورد پروتئینتمامی دماها، 
ا بررسی شرایط مختلف از ب). اگرچه ب -٣توجهی داشت (شکل 

ییر در نوع جمله تغییر در زمان بیان در دماهای مختلف و تغ
ولی بخشی از القاکننده، مقدار کل پروتئین نوترکیب متفاوت بود 

و تجمعی مشاهده شد (شکل  صورت نامحلولشده بهپروتئین بیان
 درواقع مقدار پروتئین در سوپ و رسوب در شرایط مختلفج).  -۳

صورت متفاوت بود اما در تمام شرایط، بخش زیادی از پروتئین به
  .شدیمنامحلول  تجمعی وارد فاز

  

  
	coli	E.سورویوین در باکتری  بررسی بیان پروتئین SDS-PAGEژل  )۳شکل 

BL21(DE3)  در شرایط مختلف؛ الف) بیان پروتئین در دمایᵒC۳۷ مارکر ،
: ۶و  ۴، ۲وزن مولکولی (سمت چپ)، زمان صفر نمونه قبل از القا (شاهد)، 

مولار)؛ ب) بیان پروتئین میلیIPTG )۰۵/۰های مختلف بیان پس از القا با زمان
های مختلف، مارکر وزن مولکولی (سمت چپ)، زمان صفر نمونه در دما و زمان

 IPTGهای مختلف بیان پس از القا با قبل از القا (شاهد)، دما و زمان
: میزان پروتئین Tمولار) مختلف؛ ج) بررسی میزان حلالیت پروتئین، میلی۰۵/۰(

: میزان پروتئین موجود در رسوب باکتری پس از Pی القاشده، نوترکیب در باکتر 
: میزان پروتئین موجود در Sسونیکاسیون، سانتریفیوژ و جداسازی محلول آن، 

 محلول حاصل از سونیکاسیون و سانتریفیوژ

  

  بحث
در  ینسورویوکردن و بیان پروتئین هدف از مطالعه حاضر، کلون

عنوان وکتوری به pET-28aسیستم باکتریایی بود که از پلاسمید 
ی مختلفی برای هایباکتر کارآمد برای بیان پروتئین استفاده شد. 

استفاده  BL21بیان پروتئین وجود دارند که در این مطالعه نوع 
  شد.

و در آزمایشگاه  سورویوینکه حامل ژن  pcDNA(3+)وکتور 
کاریوتی است که نسبت به سیستم موجود بود پلاسمیدی یو

باکتریایی، هزینه تولید پروتئین نوترکیب در میزبان آن بالا و زمان 
 تریطولاننسبت به سیستم باکتریایی  بینوترک نیپروتئتولید 

است و همچنین در پروتئین تولیدشده در آن دنباله هیستیدینی 
ر . بنابراین دکندیم تردهیچیپسازی را وجود ندارد و مراحل خالص

 pET-28aمطالعه حاضر، ژن موجود در آن به وکتور پروکاریوتی 
  انتقال یافت.
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 کلون pET-28aدر پلاسمید  سورویوینطی مراحل کلونینگ، ژن 
	.Eو با تعیین توالی تایید شد. سپس به باکتری  coli  از نوع

BL21(DE3)  انتقال یافت. ابتدا در دمای°C۳۷  بیان پروتئین
ه نتایج نشان داد با افزایش زمان، میزان بیان افزایش تست شد ک

یی که توسط دیگر محققان انجام شده هاپژوهشبا توجه به  یافت.
است این پروتئین قابلیت زیادی در تشکیل اجسام تجمعی 

. بنابراین میزان حلالیت پروتئین بررسی شد که نتایج ]13-15[دارد
ب در رسوب حاصل از نشان داد بخش زیادی از پروتئین نوترکی

باکتری وجود داشت و مقدار پروتئین در محلول حاصل از 
سونیکاسیون کم بود. در بیان پروتئین نوترکیب در سیستم 

 کشت، طیمح هندهدیلتشک مواد در رییتغبا  توانیمباکتریایی 
 و IPTGمختلف  یهاغلظت یر یارگکبهتغییر در دمای بیان، 

مقدار پروتئین نوترکیب و  ونیانکوباس زمان مدت تغییر در
 .]16 ,17[آن را تغییر داد یتجمع اجسام لیتشک سرعتهمچنین 

بنابراین بیان پروتئین در شرایط مختلف دمایی و زمان انکوباسیون 
استفاده شد. علاوه  IPTGی مختلف هاغلظتانجام شد. همچنین 

ط شد. در تمام شرای IPTGبر این، القاکننده لاکتوز نیز جایگزین 
شده بیان پروتئین مشاهده شد اما میزان پروتئین مختلف انجام

ی، تجمع اجسام لیتشک و متفاوت بود. از لحاظ حلالیت پروتئین
در شرایط مختلف مقدار پروتئین موجود در سوپ و رسوب حاصل 

، بخشی از هاحالتاز سونیکاسیون متفاوت بود ولی در تمام 
  رسوب مشاهده شد.پروتئین به فرم اجسام تجمعی در 

در مقایسه با مطالعات دیگران، گروهی از محققان، وکتور حامل 
انتقال  coli	E.را به باکتری  (T34A) سورویوینیافته ژن جهش

دادند و بیان آن را بررسی کردند که با میزان قابل توجهی از بیان 
صورت نامحلول در رسوب مشاهده ین مواجه شدند که بهئاین پروت

ین محلول از ئگروهی دیگر از دانشمندان برای ایجاد پروت .]13[شد
، با افزودن coli	E.در باکتری  (T34A) سورویوینیافته ژن جهش

یون روی و القای دماهای مختلف حلالیت آن را بررسی کردند که 
. ]14[آمد صورت محلول به دستمیزان بیان بیشتری از پروتئین به
والی بر روی ژن نوع وحشی گروهی دیگر با انجام دو جهش مت

	.Eی باکتر و انتقال آن به سه نوع مختلف از  سورویوین coli 
بیان را  Arctic(DE3)و  BL21 ،Rosetta-gami-Bشامل 

جود شده در رسوب وارزیابی کردند اما عمده پروتئین بیان
  .]15[داشت

که جزء  T7تحت کنترل پروموتر  PETوکتورهای بیانی مجموعه 
شده است، هستند، درنتیجه میزان پروموترهای شناخته نیتریقو

بیان پروتئین نوترکیب در باکتری به میزان قابل توجهی زیاد است، 
توانند اجسام تجمعی یی با ساختار خاص میهانیپروتئبنابراین 

توان با تغییر نوع وکتور ایجاد کنند. برای رفع این مساله، می
تا تمایل به تجمع در پروتئین سطح بیان پروتئین را کاهش داد 

	.Eی هایباکتر توان از کاهش یابد. همچنین می coli  دیگر با
و غیره که مکانیزم  C41 ،pLysSشده مانند خصوصیات مهندسی

و در بعضی  دهندیممولکولی بیان پروتئین در باکتری را تغییر 

موارد قادر به کنترل بیان پروتئین نوترکیب و کاهش پروتئین 
  شوند استفاده کرد.تجمعی می

  

  یر یگجهینت
در  کلون شد. بیان پروتئین pET-28aدر پلاسمید  سورویوینژن 

صورت مخلوطی از فرم محلول به coli BL21	E.سیستم باکتریایی 
و اجسام تجمعی مشاهده شد که در شرایط متفاوت بیان، مقدار 

محلول مشاهده  %۱۰۰آن در حالت تجمعی متفاوت بود ولی بیان 
  نشد.

  

که در بخش  هوشدارپور دیرش یاز آقا سندگانینوتشکر و قدردانی: 
 .دکننیم یتشکر و قدردان است داشته یهمکار  نگیکلون

  موردی توسط نویسندگان ذکر نشده است.اخلاقی:  تاییدیه
 گونه تعارض منافعی وجود ندارد.هیچتعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده  نیرمومنیمهسا ت سهم نویسندگان:
(نویسنده  یعطائ سیفرنگ )؛%٤٠نگارنده بحث (/شناسروشمقدمه/
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