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چکیده

بـوده کـه پـس از انجـام مراحـل لازم در      اشریشیاکولايي میدکاین انسانی در هدف این پژوهش کلون سازي و بیان ژن کد کننده:هدف
.مقیاس آزمایشگاهی محقق گردید

IPTGسـازي، القـاي بیـان بـا     هـاي کلـون  ، تکنیـک cDNA، سـاخت  RNAول، اسـتخراج  هـا شـامل کشـت سـل    روش:هامواد و روش

.یید توسط وسترن بلات بوداآمید و تاکریلي ژل پلیوسیله، ارزیابی بیان به)تیوگالاکتوزیدازایزوپروپیل(

نوترکیـب  (+)pET-21aی حـاوي  این فاکتور رشد در کلـون . کلون و سپس به اوریگامی منتقل شد(+)pET-21aژن میدکاین در : نتایج
بیـان  . دور در دقیقه، در سطح سیتوپلاسمی بیـان گردیـد  250گراد با هم زدن در درجه سانتی18ساعت انکوباسیون در دماي 16پس از 

.کیلودالتونی داراي دم هیستیدینی از طریق وسترن بلات مورد تایید قرار گرفت13پروتئین 

است، سینوپلاسم محیطی اکسید کننـده مـی باشـد،    جهش یافته gorو TrxBهايژندر سویه اوریگامی توجه به اینکه با:گیرينتیجه
هـاي  رسـد کـه پـس از بیـان میـدکاین، بـاقی مانـده       نظر میبنابراین به. شودهمین سبب باعث افزایش تشکیل باندهاي دي سولفید میبه

وجود آمدن محیط مناسبی براي فولدینگ صحیح پـروتئین و حـل شـدن آن    بهاین شرایط باعث .مانندصورت محلول باقی میسیتوزین به
.شودمی

کلون سازي، میدکایناشریشیاکولاي، بیان، پروتئین نوترکیب،:واژگان کلیدي
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قدمهم

سایتوکاین یا فاکتور رشد متصل ،)Midkine : mdk(میدکاین
دارد و کیلو دالتون13وزن مولکولیاست کهشونده به هپارین 

است که عضو دیگـر ایـن   دو عضوي عضو یک خانواده پروتئینی 
ــام دارد) Pleiotrophin : PTN(خــانواده پلیــوتروفین . )1(ن
عنوان محصول یـک ژن پاسـخ دهنـده بـه     میدکاین اولین بار به

تینوئیک اسید در یک سیستم تمایز سلول سرطانی رویانی جدا ر
انسان بـر روي کرومـوزوم   که درمحصول ژن میدکاین .)2(شد

11p11.2 ــاز ــرول کین ــیل گلیس ــین ژن دي آس z)Diacylب

glycerol Kinase Z (   و ژن موســکارنیک اســتیل کــولین
Muscarnic acetylcholine Receptor(4رسـپتور  قـرار  )4

یت راه انـدازي رشـد   یک پروتئین ترشحی با فعال، )3و 1(دارد
میـدکاین  .اسـت PC12از جملـه هـاي سـلولی   براي برخی رده

هـاي  کـه میـانکنش  زمـانی ا شدت در دوره حاملگی مخصوص ـبه
میدکاین .)4(شود گیرد بیان میتلیال مزانشیمال صورت میاپی

و آمینهاسید121شامل ) Human Midkine : hmdk(انسانی 
) . 5و 1(ضروري و سیستئین غنی است آمینه از نظر اسیدهاي 

طور عمده از دو ناحیه تشکیل شـده کـه توسـط    بهاین پروتئین
اي ناحیه.اندهم نگه داشته شدهبهمتصل هاي دي سولفید دپیون

اتصال خاصیت ، عمده)C-Domain(قرار داردCانتهاي که در 
.)1(داردبر عهده هاي بیولوژیکی را هپارین و فعالیتبه 

هـاي عصـبی رویـانی را    آکسـونی و بقـاي سـلول   میدکاین رشد 
هاي سلولی فیبروبلاسـتی هـدف و   کند و براي ردهاندازي میراه

. )6(زایی دارد مشتق از نورواکتودرم خاصـیت میتـوز  ي هاسلول
جدید فاکتورهاي رشـد  ي یک عضو از خانوادهعنوان بههمچنین

طـور تکـوینی تنظـیم    ، که بیان آن بـه آنژیوژنیکو نوروتروفیک 
)Fetal Astrocytes(هـاي جنینـی  ، در آستروســیتشـود مـی 

تحقیقات اخیر نشـان داده کـه نوروتروفیـک    ).7(شودمیتولید 
ي عصبی را در سیستم عصـبی  هاسلولفاکتورها، رشد و تکوین 

کنند و نیز قادر مرکزي و سیستم عصبی محیطی راه اندازي می
ي عصـبی آسـیب دیـده در لولـه     هـا سـلول دهی مجـدد  به رشد

از طرفی نشـان داده شـده   . )8(آزمایش و حیوانات مدل هستند 
که انواعی از فاکتورهاي رشد در مرحله اولیـه بعـد از ایسـکمی،    

کـه منجـر بـه    کنندمیزایی را تحریک زایی و هم نورونهم رگ
).9(شودمیرد بعد از سکته مغزي کبهبود عمل

تواند راهی  براي دسترسی به این پروتئین در شکل نوترکیب می
یـوان  بررسی کارآیی آن در مطالعات درمانی بـرروي سـلول و ح  

تواند در هاي نوترکیب میبیان پروتئین. آزمایشگاهی فراهم آورد
ي گزینـه يلاکوشریشـیا اهـا صـورت گیـرد لـیکن      انواع میزبان

ــی   ــب م ــروتئین نوترکی ــد پ ــراي تولی ــبی ب ــد مناس و )10(باش
انـد کـه اجـازه تولیـد     هاي بیانی مختلفی شـکل گرفتـه  سیستم
براین بنـا . )11(دهندوترکیب در این میزبان را میهاي نپروتئین

هاي پروکاریوتی و یوکاریوتی در امکان تولید بسیاري از پروتئین
یک محیط کشت سـاده و ارزان در ایـن میکروارگانیسـم وجـود     

را براي دسـتیابی بـه   کولاياشریشیاي هاسلولهمچنین . دارد
راحتی تجزیه و پروتئین مورد بیان را توان بهپروتئین مربوطه می

تصـور بـر   هایی که قبلابسیاري از پروتئین. )12(استخراج نمود
ها با تاخوردگی صحیح مشکل بودن یا غیر ممکن بودن بیان آن

بـود، در حـال حاضـر در ایـن بـاکتري بیـان       کولاياشریشیادر 
هاي دي هایی با پیوندپروتئینبراي مثال امکان تولید . شوندمی

د چندگانه در فضاي پـري پلاسـمی و یـا در سیتوپلاسـم     سولفی
میزان کافی شرایط اکسید بـراي  اي که بههاي جهش یافتهسویه

هـدف ایـن   ).13(ها را دارند فراهم شده است تشکیل این پیوند
پژوهش کلون سـازي و بیـان ژن میـدکاین انسـانی در بـاکتري      

شکل محلول  محقق شد و بـا  بود که این بیان بهاشریشیاکولاي
.لکه گذاري وسترن مورد تایید قرار گرفت

هامواد و روش

کاربرده شده در هپلاسمید ب:پلاسمیدها و سویه هاي باکتري
و DH5αE. coliهـاي  بوده، سویه(+)pET-21aاین تحقیق 
XL1 blueE. coliسـازي و نیـز   هـاي کلـون  عنوان سـویه به

BL21E. coli وorigamiE. coliهاي بیانی عنوان سویهبه
. مورد استفاده قرار گرفت

در مراحـل کلونینـگ  و سـاخت    E. coliبراي :کشت باکتري
صورت مایع و جامد استفاده شد که درLBها از محیط سازواره

100آمپـی سـیلین بـا غلظـت نهـایی      نیاز به آن آنتی بیوتیـک 
ها در براي القاي بیان باکتري. افزوده شدلیترمیکروگرم بر میلی

.کشت داده شدند) TB)ٰTerrific Brothمحیط 

گـرم عصـاره   24گـرم تریپتـون،   12ي ایـن محـیط   براي تهیه
خـوبی  ر بـه میلی لیتر آب مقط900گرم گلیسرول در 5مخمر، 
مولار پتاسیم دي هیدروژن فسـفات  17/0یک محلول . حل شد

(KH2PO4) ــفات   72/0و ــدروژن فسـ ــیم هیـ ــولار پتاسـ مـ
(K2HPO4)15مـدت  بـه 2و 1هاي مرحله محلول. تهیه شد
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مقـدار  . گـراد اتـوکلاو شـدند   درجه سانتی121دمايدقیقه در 
از محلـول  میلی لیتر900به 2لیتر از محلول مرحله میلی100

.افزوده شد و مورد استفاده قرار گرفت1مرحله 

تهیه شده از بانک سلولی HEK293رده سلولی :کشت سلول
 ـRNAانستیتوپاستور ایران جهت انجام اسـتخراج   کـار بـرده   هب

10حاوي DMEMدر محیط کشت سلولی هاسلولکشت . شد
و گـراد  درجه سانتی37در دماي (FBS)سرم جنین گاو درصد

هـردو سـاخت   FBSو DMEM. انجـام شـد  CO2درصد10
.باشندمیGibcoشرکت 

بـه تعـداد   (HEK293ي هـا سـلول ي RNA:RNAاستخراج 
تولیـد  (با استفاده از محلـول اکیـوزول   ) سلول5× 106تقریبی 
طبق دستورالعمل مربوطه استخراج شد و BIONEER)شرکت 

.بررسی شدددرص2/1کیفیت آن با استفاده از ژل آگارز 

اسـتخراج  RNAاز میکروگـرم  1مقـدار  :mdkجداسازي ژن 
طبـق دسـتورالعمل مربوطـه بـا     HEK293ي هـا سلولشده از 

ــاخت   ــت س ــتفاده از کی cDNA(Thermo Scientificاس

K1641)(  براي سـاختcDNA سـپس بـا   . کـار بـرده شـد   بـه
استفاده از پرایمرهاي طراحی شده اختصاصی میدکاین و آنـزیم  

pfu DNA polymerase و دستگاه ترموسایکلرTechne TC-

. سنتز شده تکثیر و جداسازي شدcDNAژن میدکاین از 312
hprt)Hypoxanthineژن هـا منظور بررسی صحت آزمایشبه

Guanine Phosphoribosyltransferase (ــه ــوان ژن بـ عنـ
توالی پرایمرهاي اختصاصـی میـدکاین و   . استاندارد انتخاب شد

.نشان داده شده است1در جدول hprtرهاي پرایم

hprtپرایمرهاي طراحی شده اختصاصی میدکاین و پرایمرهاي اختصاصی : 1جدول 

پرایمرهاي میدکاین
’CGAGCGCATATGAAAAAGAAAGATAAGGTGAAGAAG-3-’5پیشرو

’CTGATACTCGAGGTCCTTTCCCTTCCCTTTC-3-’15معکوس 

’CTGATACTCGAGCTAGTCCTTTCCCTTCCCT-3-’25معکوس 

hprtپرایمرهاي 

’CTTCCTCCTCCTGAGCAGTC-3-’5پیشرو

’AACACTTCGTGGGGTCCTTT-3-’5معکوس

بـر  RT-PCRاز محصول واکـنش  :سازي ژن در وکتورکلون
آگارز الکتروفورز و  باند مورد نظـر از روي ژل  درصد1روي ژل 

-pETلــیص شــده و وکتــور ژن تخ. جداســازي و تخلــیص شــد

21a(+) داراي تــوالی بــرش دو آنــزیمNde I وXho I طــی
مـدت یـک شـب در    واکنش برش آنزیمی با دو آنزیم مذکور بـه 

سپس طی واکنش اتصال  . گراد تیمار شددرجه سانتی37دماي 
درجـه  15در دماي T4 ligaseساعت تیمار با آنزیم 4مدتبه

محصـول  . رون وکتور کلون گردیـد دگراد، ژن میدکاین بهسانتی
منتقل و در محـیط کشـت   Xl1 blueي واکنش اتصال به سویه

LB Agar    میکروگـرم بـر   100حاوي آمپی سـیلین بـا غلظـت
ــی ــرمیل ــدلیت ــت داده ش ــمید از  . کش ــتخراج پلاس ــس از اس پ
سازي با اسـتفاده از دو آنـزیم   هاي نوترکیب، صحت کلونکلونی

.یید شداتمذکور و همچنین توالی یابی

وکتور نوترکیب جهت القاي بیان بـه  :بیان میدکاین نوترکیب
منظـور تولیـد   منتقـل شـد و بـه   اشریشیاکولايهاي بیانی سویه

. ي  اوریگـامی اسـتفاده شـد   صورت محلول، از سـویه پروتئین به
هـاي  از کلـونی . بـود TB Brothمحیط کشـت مـورد اسـتفاده    

حـاوي  TB Brothکشت محیطلیترمیلی5نوترکیب در مقدار 
در لیتـر میکروگـرم بـر میلـی   100آمپی سیلین با غلظت نهایی 

دور در 100(shake)و گـردش  گـراد سـانتی درجـه 37دماي 
ي نوري آن در طول پس از اینکه دانسیته. دقیقه کشت داده شد

100رسید جهت القـاي بیـان مقـدار    8/0نانومتر به 600موج 
حاوي TB Brothلیترمیلی40حاوي از آن به ارلن میکرولیتر 

تلقیح لیترمیکروگرم بر میلی100آمپی سیلین با غلظت نهایی 
ي نوري به که دانسیتهزمانی. شد و با شرایط بالا کشت داده شد

میلی مـولار بـه آن افـزوده    1با غلظت نهایی IPTGرسید 8/0
یـک شـب بـا    مـدت بهگراد درجه سانتی18ارلن در دماي . شد
دمـاي سـاعت در 4مدتبهدور در دقیقه و سپس 250دش گر
در کنـار  . گـراد بـا همـین دور قـرار داده شـد     درجه سـانتی 37

ــه ــهنمون ــههــاي نوترکیــب، نمون ي داراي ي شــاهد یعنــی نمون
عنـوان کنتـرل منفـی مـورد     پلاسمید بدون قطعـه الحـاقی، بـه   
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دست آمـده از کشـت بـاکتري   ههاي بنمونه.آزمایش قرار گرفت
نوترکیب قبل و بعد از القا جهت بررسی بیان ابتدا با اسـتفاده از  

SDS-PAGEو سپس وسترن بلات مورد ارزیابی قرار گرفتند.

SDS-PAGEبـا توجـه بـه انـدازه پـروتئین      : و وسترن بلات
درصـد 16، ژل پلـی اکریـل آمیـد    )کیلو دالتـون 13(میدکاین 

و ) SDS-PAGE)14از دو روش تریســین . کــار بــرده شــدبــه
پس از هاي پروتئین نمونه. استفاده شدSDS-PAGEگلایسین 

6مـدت بـه ولـت  120بارگذاري بر روي ژل با اختلاف پتانسیل 
منظـور رنـگ آمیـزي    ساعت الکتروفورز شـدند و سـپس ژل بـه   

جهـت  . نیم ساعت در محلول کوماسی بلو قرار داده شـد مدتبه
ها بر روي یک ژل جدیـد ران  انجام وسترن بلات بار دیگر نمونه

آمپر میلی200ا جریان شده بر روي ژل، بي جداهاپروتئین. شد
PVDFدر طول یک شب بـه غشـاي پلـی وینیلیـدین فلورایـد      

مـدت بـه PVDFبعد از انجام عمل انتقال، غشاي . منتقل شدند
BSA)Bovine serumدرصـــد2ســاعت در محلــول   2

albumin (   همراه با هم زدن با دور ملایم قرار داده و سـپس بـا
TBS-T)Tris Buffer Salineبـافر   – Tween20 (  شستشـو

از حل کردن آلبـومین سـرم گـاوي در    BSAمحلول . داده شد

گـرم تـریس و   05/6از حل کردن TBS-Tو بافر TBS-Tبافر 
گـرم  05/0در یک لیتر آب مقطـر و افـزودن  NaClگرم 76/8

PVDFسپس غشاي . تهیه شدند=5/7pHبه آن در 20توئین 

Anti)ی بادي اول دقیقه در محلول تهیه شده از آنت90مدتبه

His-tag) و بافرTBS-T قـرار داده شـد  1000به 1به نسبت .
ساعت در محلول تهیه 2مدتبهTBS-Tپس از شستشو با بافر 

TBS-Tو (Anti rabbit conjugate)شده از آنتی بـادي دوم  

شستشـو انجـام و   امجـدد . قرار داده شـد 2500به 1به نسبت 
ــدار  ــی10مقـ ــر میلـ ) TMB)Tetramethylbenzidineلیتـ

.محصول شرکت سیگما به غشا افزوده شد

نتایج

RNAاستخراج 

دست آمده در این مرحله با توجه بـه وجـود اسـمیر    همحصول ب
RNA در ژل آگارز و نیز وجود دو باندS28 وS18   مربـوط بـه
RNA یید شدات1هاي ریبوزومی یوکاریوتی مطابق شکل.

.دنشومشاهده میخوبی بهدو باند و نیزاسمیر . درصد1بر روي ژل آگارز RNAمحصول استخراج : 1شکل 

ي میدکاینcDNAجداسازي و ساخت 
ییــد صــحت ا، مرحلــه دوم تRT-PCRپــس از انجــام واکــنش 

همـراه سـنتز   است بـه hprtکه همان بیان ژن RNAاستخراج 
cDNA   یـان شـدن ایـن ژن    ي بي میدکاین کـه نشـان دهنـده

نشان داد که 2ي حاصله در شکل نتیجه. باشد، انجام گردیدمی
.نمایدباز تولید می370طول بهmRNAاین ژن یک مولکول 

پس از انتقال(+)pET-21aوکتور : سازي ژن در وکتورکلون

میزبان و تکثیر، استخراج و مورد هضم آنزیمـی بـا دو آنـزیم    به
Nde I وXho Iي تکثیر شده نیز با دو آنزیم قطعه. رفتقرار گ

شـده، طـی   ي تکثیرسپس وکتور و قطعه. مذکور برش داده شد
3شـکل  . میزبان منتقـل شـدند  هم متصل و بهواکنش اتصال به

ي الحاقی خـارج شـده از وکتـور پـس از تکثیـر در      وجود قطعه
دهد که با همان دو آنـزیم ذکـر شـده مـورد     میزبان را نشان می

.یید نهایی با توالی یابی انجام شدات. ار گرفتبرش قر
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با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی میدکاین حاوي باند با RT-PCRمربوط به محصول 1چاهک شماره . بر روي ژل آگارزRT-PCRمحصول :2شکل 
جفت 550داراي باند با اندازه hprtبا استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ژن RT-PCRمربوط به محصول 2جفت باز و چاهک شماره 400اندازه تقریبی 

.باشدمیجفت باز10000تا 250و داراي محدوده Fermentasساخت شرکت کیلو جفت باز1از نوع مارکر . باشندباز می

بـر روي  مشـاهده شـده   Xho Iو Nde Iبا دو آنزیم قایسه با پلاسمید بدون قطعه اضافیهاي نوترکیب در مکلنیpET-21نتیجه برش آنزیمی : 3شکل 
یک نمونـه دیگـر از   ) 5و1KB4مارکر ) 3نوترکیب برش داده شده pET-21) 2نوترکیب قبل از برش pET-21) 1: ترتیب عبارتند ازها بهنمونه. ژل آگارز
pET-21جدا شـده و در مکـان اختصاصـی خـودش     3ي طعه مورد نظر که با پیکان نشان داده شده، از نمونهق.در دو حالت برش خورده و برش نخورده ،

.باشدمیکیلو جفت باز 1مارکر از نوع . قرار گرفته است

و وسترن بلاتSDS-PAGEالقاي بیان، 
مــورد SDS-PAGEهــاي حاصــل از بیــان بــر روي ژل نمونــه

کیلـو  17جایگـاه حـدود   بررسی قرار گرفت و وجود یک باند در
. ي بیـان ایـن پـروتئین بـود    دهندهدالتون مشاهده شد که نشان

هـاي  ي باند مربوط به میـدکاین در نمونـه  نشان دهنده4شکل 
هاي شـاهد و قبـل از   شده و نیز عدم وجود این باند در نمونهالقا

براي اطمینان از صحت این باند، روش وسـترن بـلات   . القا است

هاي القاي بیـان بـر روي   نمونه5و 4در شکل . شدکار گرفتهبه
ي وسـترن بـلات همـان    نتیجه6و در شکل SDS-PAGEژل 

هـاي  باند. نشان داده شده استPVDFها، بر روي غشاي نمونه
انـد و در مقایسـه بـا    خوبی قابـل مشـاهده  مربوط به پروتئین به

د وجـو SDS-PAGEهاي قبل از القا بر روي ژل باندهاي نمونه
.کندرا اثبات میHis-tagپروتئین میدکاین داراي 



انهمکاروغفاريااللهسعادت...اشریشیاکولايدرژن میدکاین نوترکیب انسانیکلون سازي و بیان

1394، تابستان2، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت148

نی وکل ـ) 2قبـل از القـا   TBنی داراي پلاسـمید بـدون ژن در محـیط    وکل) 1در شکل سمت چپ . SDS-PAGEنتیجه بیان پروتئین بر روي ژل : 4شکل 
دمـاي درسـاعت  TB16نی نوترکیـب در محـیط   وکل) 4قبل از القا TBکیب در محیط نی نوتروکل) 3بعد از القا TBداراي پلاسمید بدون ژن در محیط 

درسـاعت  4بعـد از القـا و پـس از گذشـت     گـراد سانتیدرجه18دمايدرساعت TB16نی نوترکیب در محیط وکل) 5بعد از القا گرادسانتیدرجه18
باشـد کـه مقیـاس آن در    کیلو دالتون می116تا 14با محدوده Fermentasین ساخت شرکت کار رفته مارکر پروتئمارکر به. گرادسانتیدرجه37دماي

.شکل سمت راست نشان داده شده است

ین نوترکیـب بـر   بعد از القاي بیان هستند که باند پـروتئ 4و 3هاي قبل از القا و نیز نمونه2و 1. جهت انجام وسترن بلاتSDS-PAGEنتیجه : 5شکل 
.است4کار رفته همان مارکر پروتئین شکل مارکر به5شماره . یت استوروي آن قابل ر

خـوبی قابـل رؤیـت    باندهاي مربوط به پروتئین میـدکاین بـه  2و 1هاي در ستون. PVDFبر روي غشاي 5هاي شکل نتیجه وسترن بلات نمونه: 6شکل 
.است
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بحث 

هاي مهم میدکاین و بـا توجـه   ر این تحقیق با توجه به فعالیتد
به بیان پایین این پروتئین ارزشمند در سیسـتم بیـانی میزبـان    

هاي دیگر مورد سازي و بیان آن در میزباناصلی آن، امکان کلون
ي اوریگـامی  استفاده از سویه. بررسی و ارزیابی قرار گرفته است

شده و در ادامـه بـه آن پرداختـه    طبق آنچه که در منابع آورده
دهـد  صـورت محلـول را مـی   شده است، امکان تولید پروتئین به

)15.(

بایست از بافت یا سلولی ي میدکاین میmRNAجهت استخراج 
میزان کافی بیان ایـن پـروتئین را حاصـل    شد که بهاستفاده می

با توجه به این کـه میـدکاین در طـول دوران حـاملگی در     . کند
و با رسیدن بـه اواخـر بـارداري    شودهاي مختلفی بیان میبافت

کـه پـس از   تـا آنجـا  شـود، تدریج از شدت بیان آن کاسته میبه
هاي محـدود  زایمان و تا دوران بلوغ میزان بیان آن تنها در بافت

، کـه از آن  )16و 3، 1(میزان بسیار کم دیـده شـده اسـت    و به
هایی مانند مغز اسـتخوان و کلیـه اشـاره    توان به  بافتجمله می

هاي مورد مطالعـه توجـه   بنابراین از میان گزینه،)16و 5(نمود 
هاي طبیعی مغز استخوان، خون محیطی و سمت سلولبیشتر به

HEK293ي سـلولی  رده. معطـوف شـد  HEK293رده سلولی 

جنینی داشـته و از بافـت کلیـه جـدا شـده،      ادلیل اینکه منشبه
علاوه از حیث ریخت شناسی یک رده سلولی عصبی محسوب هب

باشـد، جهـت   شود و نیز سلول سرطانی متازتـاز دهنـده مـی   می
ي حصـول نتیجـه  . مورد استفاده قـرار گرفـت  mRNAاستخراج 

ولی و ي میدکاین در این رده سـل mRNAبخش از وجود رضایت
ي بیان میدکاین در اطمینان از بیان این ژن در آن، نشان دهنده

عنـوان یـک   توان از آن بـه لذا می. هاي سلولی سرطانی استرده
ي هاسلولمارکر سرطان استفاده کرد و با بررسی این ویژگی در 

اهـا بـا رده هـاي سـلولی هـم منش ـ     ي آنطبیعی بدن و مقایسه
و 17(ی سـرطان ابـداع کـرد    هایی جهت تشخیص و ردیابروش

18(.

ارزیابی و PCRسازي با پس از الحاق ژن به حامل، صحت کلون
و Bl21سویه راي قطعه ژن هدف بهیید شد و پلاسمیدهاي داات

.اوریگامی انتقال یافت

دلیـل اهمیـتش در بیـان پـروتئین در شـرایط      بهBl21میزبان 
صـورت محلـول در   کار برده شد و بیان این پروتئین بهمتنوع به

با توجه به اینکه بلافاصله بعد از بیـان  . این باکتري مشاهده نشد
هاي ین باکتري تشکیل تودهي نوترکیب در اهابرخی از پروتئین

رسـد کـه   نظـر مـی  دهند بهبه هم پیوسته یا اینکلوژن بادي می
سـولفید بـراي   دلیل نیاز بـه تشـکیل پیونـد دي   میدکاین نیز به

داشتن ساختار محلول و فعال، شرایط مسـاعدي بـراي تشـکیل    
همین دلیـل در فـاز محلـول    هاي پروتئینی را داراست و بهتوده

شده بـه  ئین بیانبراي دستیابی به پروت. )15(شودمیمشاهده ن
هاي نوترکیب در  سویه اوریگـامی نیـز وارد   شکل محلول وکتور

.شد

TrxB وgor   ــتئین ــاي سیس ــه در احی ــتند ک ــی هس دو آنزیم
و )19و 13(ي موجود در سیتوپلاسـم نقـش دارنـد    هاپروتئین

ي اوریگامی صـورت گرفتـه   ها که در سویهاختلال در فعالیت آن
سـولفید و محلـول   است باعث تسهیل در شکل گیري پیوند دي

.گرددشدن پروتئین می

ــاکتري ــز شــده و   ب ــان، لی ــاي بی ــس از اتمــام شــرایط الق هــا پ
مـورد ارزیـابی قـرار    صورت محلول هاي سیتوپلاسمی بهپروتئین

-SDSکارگیري ژل هبررسی پروتئین از طریق دو روش ب. گرفت

PAGE ــین ــامل روش تریس ــداول SDS-PAGEش و روش مت
هـاي شـاگر و   اساس یافتهبر. انجام شدSDS-PAGEگلایسین 

ــراي جداســازي و مشــاهده  )14(همکــارانش روش تریســین ب
جهـت  و بـه هاي بـا وزن مولکـولی پـایین کـاربرد دارد    پروتئین

کوچک بودن اندازه میدکاین در این پژوهش مورد استفاده قـرار  
.گرفت

در مشاهده پروتئین بیان شده بـر روي ژل اختلافـاتی از حیـث    
ي اندازه در محل قرارگیري پروتئین با آنچه که با توجه به اندازه

شد، مشاهده شد و باند مربوط بـه  بینی میواقعی پروتئین پیش
علت این پدیـده کـه   . از جایگاه مورد نظر قرار گرفتبیان، بالاتر

در بیان این پروتئین توسط یان و تیم همکار نیز مشاهده شـده  
هـاي متعـدد   توانـد مربـوط بـه کانفورماسـیون    ، مـی )15(است 

سولفید بین مونومرهـاي پـروتئین و   پروتئین و نیز اتصالات دي
همچنین وجود توالی هیستیدینی در پایـان  . تشکیل دایمر باشد

ي پروتئین به تغییر ساختار فضـایی آن و تغییـر سـرعت    زنجیره
وجـود دو  لذا بـا توجـه بـه   . کندکمک میحرکت آن بر روي ژل 

ي هاي بیانی و نیـز نتیجـه  موازات نمونهي کنترل منفی بهنمونه
توان از ماهیت پـروتئین بیـان شـده اطمینـان     وسترن بلات می

.داشت

هـاي کنتـرل منفـی درسـت در     بر روي ژل اکریل آمیـد نمونـه  
سترن ي بیانی مورد نظر داراي باند هستند که در نتیجه وناحیه

ي هـا پـروتئین یکـی از  او قطع ـشودمیبلات این باند مشاهده ن
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وزن میـدکاین بـوده و   هـم اموجود در بـاکتري بـوده کـه اتفاق ـ   
این مشاهده نیز مشابه نتایج یـان  . موازات آن قرار گرفته استبه
.می باشد) 15(

نتیجه گیري

هـاي  گونه که ذکر گردیـد پـروتئین میـدکاین، در زمینـه    همان
با توجه به تولید اندك، . هاي متنوعی استمختلف داراي کاربرد

اختصاصی این پروتئین در غیرو همچنین در برخی مواقع تولید 
ــتم  ــتفاده از سیس ــدن، اس ــرایط ب  ــش ــانی ب ــاي بی ــوص هه خص

تواند قدمی موثر در جهت تولیـد ایـن   هاي باکتریایی میسیستم
رفـت تولیـد ایـن    چنانچـه انتظـار مـی   . پروتئین ارزشمند باشـد 

امید است در آینـده بـا   . محقق شدE. coliپروتئین در باکتري 
بهینـه سـازي رونـد تولیـد ایـن پـروتئین       تدابیري که در جهت 

مناسب با میزان بیان ايشود، این باکتري به سویهاندیشیده می
.بالاي این پروتئین، تبدیل گردد

تشکر و قدردانی

از همکاري تکنیکی آقاي حسین خواجه علی در تهیه این مقاله 
.شودمیاري زگسپاس
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Abstract

Aim: The aim of this research was cloning and expression of human Midkine coding gene (mdk) in
Escherichia coli that achieved in a laboratory-scale experiment.

Material and Methods: Methods were included cell culture, RNA extraction, cDNA synthesis,
cloning techniques, induction of expression by IPTG (isopropyl thiogalactosidase), expression
evaluation using polyacrylamide gel and confirmation by Western blot techniques.

Results: Midkine gene was cloned in pET-21a (+) and then transformed into Origami strain of E. coli.
This growth factor was expressed in cytoplasmic level by a colony containing pETmdk recombinant
after 16 hours incubation at 18°C and 250 rpm mixing. Expression of histidine tagged 13 kD protein
confirmed by Western blotting technique.

Conclusion: Because Origami strain is trxB and gor genes mutant strain its cytoplasm is an oxidizing
environment. Due to this, it enhances disulfide bond forming, therefore it seems that after expression
of midkine, cysteine residues make an intra-molecular disulfide bridge and remains in soluble form.
These conditions provide suitable environment for the proper folding of the protein and consequently
solubilization of the protein.
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