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 چكيده

به از جمله اين داروها، هورمون رشد مي.در قرن حاضر، توليد داروهاي نوتركيب افزايش يافته است: هدف علت باشد كه
و پري پلاسمي مشكلاتي كه در پروسه  بهينهرا بيان بتواندكه اين پروتئين وجود دارد، يافتن راه حليي بيان نوع سيتوپلاسمي

مي نمايد ضروري به از. رسد نظر به trx-tagلذا در اين تحقيق با استفاده نمودن كه بيان هورمون رشد را صورت محلول بهينه شد
مي) سيتوپلاسمي مشكل( از تشكيل انكلوزيون بادي)حل مشكل پري پلاسمي( علاوه بر افزايش بيان پرتئين . نمايد جلوگيري

و روش به:هامواد و كاست ژني كاست ژني. صورت گرفت pET 32aمنظور بيان هورمون رشد در سيستم بياني سنتز ژن
ژنبه  His tagبراي محلول سازي پروتئين،  trx-tagشامل و انتروكيناز در ابتداي منظور جداسازيبه rHghمنظور خالص سازي

مي برچسب هاي .باشد قبلي از اين پروتئين
و بيان آن، تاييد آن توسط وسترن بلات صورت گرفت: نتايج با آمده دستبه نتايج. بعد از كلون سازي اين ژن در وكتور

بيزآنال نرم افزارهاياز استفاده .دهدمي نشان نوتركيب سويهدررا بيانكل از حدود يانيژل درصد
از: نتيجه گيري بهمي Trx-tagدر اين تحقيق، نشان داده شد كه با استفاده و ميزان بيان توان پروتئين را حالت محلول در آورد

و پايين دستي مي را بالا برد در ادامه با انجام مراحل  .توان به نتايج بهتري دست يافت تخمير
 برچسب تيوردوكسين هورمون رشد، پروتئين محلول،:واژگان كليدي



و بيان ژن از كلون و همكاران ...نوتركيب هومون رشد با استفاده  حميده روحاني نژاد

و بافت 1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 400 

 مقدمه
ازيكه ناش يسمارگانيابافت اندازهيشافزا يعنيرشد
خارج يكسدر تعداد سلول، ماتر در اندازه سلول،يشافزا

مه. ها است در اطراف سلوليسلول كه رشدميهورمون
م كند،يميمدر بدن تنظرايعموم . باشديهورمون رشد

يپل يرهزنجيكينسوماتوتروپيايهورمون رشد انسان
ازيدپپت 22يبا وزن مولكول ينواسيدآم 191متشكل
پ باشديم يلودالتونك ر يشينكه توسط بخش يزغده درون
م يپوفيزه و ترشح عينا. شوديساخته بر رشد لاوههورمون

يكمتابول هاي در انواع روندينقش مهميدارايسلول
.)2و1(باشديميكو آناتوم يزيولوژيكف

 يدوفيلاس هاي سلول هيپوفيز غدهدرها نوع سلولينتر فراوان
.دنشويم يدهسازنده هورمون رشد هستند كه سوماتروتروف نام

بر5تا3 هورمون رشد در حدوديغلظت پلاسما نانوگرم
ا. است ليتر ميلي  پالسي صورتبهها سلولينترشح هورمون از

ت باشديم در فواصل. قرار دارديعوامل گوناگونيرثأكه تحت
اينب بيزهورمون ناچيندو تناوب مقدار و غلظت يشترينبوده

عميسرم ميقآن در فاز ترشح هورمون. شوديخواب مشاهده
هيمتنظ يسممكانيكرشد توسط   يپوتالاموسكننده دوگانه

يكتحر آن سبب كه فاكتور آزادكننده صورتينبد.شوديم كنترل
مو فاكتور مهار كننده موجب توقف .)3(شوديترشح آن

ازيانسان هايينپروتئيد، توليراخيها در سال با استفاده
ميبنوترك DNAيتكنولوژ ، ياييباكتر هاي يزباندر

حتيمخمر،يقارچ يدتوليبرااي افق تازهيجانوريو
پيمنظور بهبود زندگبهييمحصولات دارو يرويشبشر

دن.)5و4(محققان قرار داده است يامروز تقاضا برا يايدر
به يستيزيداروها كهيدرحال، استيشروز در حال افزا روز

مسيدتوليبالايها ينههز يداروها يوسنتزيب يرهايو
ايامكان دسترسيبنوترك نسل از داروها را كاهشينبه

ميككهييآنجااز.)6(داده است سيژن  هاي يستمتواند در
تع يانبيگوناگون ب يستميس يينشود، بازده يشترينبا

كهيميضروريامريبنوترك هايينپروتئيدتول باشد
دريم هز تواند بهيدتوليها ينهكاهش يسزائ دارو نقش

كننده يانب يستمسينبهتر يينتع.)7( داشته باشد
ب يكييبنوترك هايينپروتئ  يوتكنولوژياز مباحث مهم در
يدبايبنوترك هايينكننده پروتئ يانب يستمسيك. است

ز ب يستيبتواند مواد و يمنيايستي،زيتفعال يشترينرا با
.)8و7( كنديدتول هزينهينكمتر

ازبه يستيزيداروها يمتقكهيياز آنجا دست آمده
راهاآنيفراوان ياهيگيا يوانيح هاي كشت سلول هاي يستمس

سينبنابرا. كندمي محدود ا يستميتوسعه داروهاينكه بتواند
ق مصرف كنندگان قرار يارمناسب در اختيو فراوان يمترا با

ازييبالايرمقاديدتول.)9(د باشيميضروريدهد امر
هزيبنوتركينپروتئ س ينهبا كشتيها يستمكشت كمتر در
.)10(استدر فرمانتور قابل انجام ياييباكتر

كه هورمون رشد يكي از اين پروتئين هاي انساني است
را اده از روشتوان با استف مي هاي نوين مهندسي ژنتيك آن

هژن. توليد كرد يدنوكلئوت 651 يپوفيزي،هورمون رشد
نشانهيداول آن مربوط به پپتيدنوكلئوت78طول دارد كه

م براي توليد شكل.)11( شودياست كه بعد از ترجمه جدا
هاي گذشته مطالعات بسياري نوتركيب اين پروتئين در سال

و انجام شده است كه سيستم هاي بياني پروكاريوتي
براي توليد اين هورمون مورد استفاده يوكاريوتي متفاوتي 

.قرار گرفته اند
ي انجام شده ،بيان هورمون رشد در باكتري اشرشيا در مطالعه

هاي استفاده يكي از چالش. كلي مورد بررسي قرار گرفته است
توليد پروتئين نوتركيب به شكل هاي پروكاريوتي، از سيستم

به اينانكلوزيون بادي در داخل باكتري است كه در  علت حالت
نبود فولدينگ صحيح، پروتئين فعاليت بيولوژيكي مناسبي 

و بايد مراحل فولدينگ بر روي پروتئين توليدي نداشته
و هزينه ، انجام شود كه اين پروسه علاوه بر افزايش زمان

زيرا مقداري از پروتئين. شود باعث كاهش بازده هم مي
م در اين. روديتوليد شده در طي مراحل بعدي از دست

حل مشكل از تيوردوكسين استفاده شده است  مقاله براي
ازدر مفيد بسيار برچسبيك عنوان كه به شكل جلوگيري
در گيري .نوتركيب است پروتئين توليد انكلوزيون بادي

،به تيوردوكسين پروتئين مقاوم  دالتوني كيلو12 حرارت
مي راحتيبه است كه و محلول تاكه زماني شود حتي بيان

مي سلولي پروتئين مجموعاز درصد 40 اين.شود بيان
 موجود حيواني هايو اندام گياهان ها، باكتريدر پروتئين

هاي بخش تيوردوكسين در همه شده گزارش.)12(است
و سيتوپلاسم، منطقه يعني باكتري، سلول پري كروموزومي
برچسبكه دهدمي تحقيقات نشان.وجود دارد پلاسم
TRX دركه هنگامي-N داده قرار هدف پروتئين ترمينال

 هاي سايت در تيوردوكسين.است ثرترؤم شود مي
تامي سيتوپلاسمي تجمع غشاي چسبندگي  دهد اجازه يابد



و بيان ژن از كلون و همكاران حميده روحاني نژاد ...نوتركيب هومون رشد با استفاده

و بافت  1395401 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

با هاي پروتئين ياو اسمزي شوك توسط TRX فيوژن
بهبه شدن گرم/ سرد تيمار  راحتي منتشر شوند كه منجر

.)14-12(شودمي اوليه تخليص انجام مرحله
 عنوان فيوژن پروتئين در جلوگيري از تشكيل تيوردوكسين به

 ترشح مانندكم توليدات براي ويژهبه انكلوزيون بادي،
اشرشياكلي باكتري سيتوپلاسمدر پستانداران فعال سايتوكاين

 بسيار فشرده، پروتئين تيوردوكسين اشرشياكلي. باشدمي مفيد
. باشدمي فولدينگ قوي هاي ويژگيبا حرارتي پايدارو محلول

 مورد پروتئينبهكه هنگامي مولكول، دهدمي اجازه خواص اين
 با اتصال مولكول چاپرون عنوانبه نظر متصل مي شود،

).13(عمل كند كووالانت

هاو روش مواد

و ساختار پلاسمي  پايگاهاز موردنظرژن توالي:سنتز ژن

ازو)15(شد كسب DRUGBANKي داده با استفاده
ي  به Genescriptپايگاه داده با)1شكل(دست آمده توالي

هاي بيان هاي مورد استفاده از نظر كدون توجه به ميزبان
و به شركت پويا ژن آزما براي سنتز سفارش  بهينه سازي

و بيان pET32aپلاسميد. داده شد جهت همسانه سازي
شكل(وكتور بياني طراحي شده.مورد استفاده قرار گرفت

ژن Trx tagداراي)2 + hGHدر بالادست محل ورود
ز است كه بعد از بيان باعث افزايش محلول شدن انتروكينا

توده پروتئين هدف شده كه در ادامه كار، مرحله فولدينگ
علاوه در كنار برچسب يادبه. كندو اوره زدائي را تسهيل مي

His6شده اين پلاسميد حاوي  tag كه در باشد نيز مي
مرحله تخليص با استفاده از ستون نيكل مورد استفاده قرار 

تگ. اهد گرفتخو هاي در كاست بياني طراحي شده بين
و ابتداي اختصاصي برش جايگاه توالي hGHژن يادشده

شد) Asp-Asp-Asp-Asp-Lys(انتروكيناز آنزيم . قرار داده

DDDDKFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLC
FSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDL
LKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDM
DKVETFLRIVQCRSVEGSCGF 

 انتروكينازبا همراه رشد هورمون پروتئين توالي:1 شكل

 شده طراحي نوتركيب وكتوراز شماتيك تصوير:2شكل

ژن به:rhGHتكثير ژن و قرار دادن hGHمنظور تكثير

واكنش، BamH1و Xho1هاي جايگاه برش مربوط به آنزيم
: هاي پيشرواي پليمراز با استفاده از پرايمر زنجيره

AAGCGGATCCTGATGACGATGACAAG و

: پسرو
AGGTCTCGAGATTAAAAGCCACAACTCC و

شد1مطابق جدول .انجام

به:1جدول ژن شرايط دمايي .rhGHمنظور تكثير
Program   temperature time

Initial denaturing 94°C 5'

8 cycle 

Denaturing 94°C 30''
A Annealing 50°C 30''

Extension 72°C 30''

17 cycle 
 

Denaturing 94°C 30''
Annealing 55°C 30''
Extension 72°C 30''

Final extension 72°C 5'



و همكاران  حميده روحاني نژاد

1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-ي

ژل پلي) كيلو دالتون40( پروتئين فيوژ شده
بارگذاري نمونه ها مورد درصد براي

بر نمونه.  هاي پروتئين بعد از بارگذاري
ساعت الكتروفورز3مدتبه 85 پتانسيل

 تاييد پروتئين بياني با استفاده از روش
وه ها بر روي ژل ديگري بارگذاري شده
ميلي 220ساعت با جريان16مدت بهه

PVDFبه. انتقال يافت يك كاغذ را مدت
BSA،3شد بعد از سه بار. درصد بلاك
بهTBS-T استفاده از مدت يك ساعت، كاغذ

 Anti His(Roche)1:6000با نسبت 
سپس بعد از سه مرحله. گرماگذاري گرديد

 anti Rabbit- كاغذ در آنتي بادي دوم
شد 1:10000ت از. گرماگذاري بعد

با DAB (Fluka) ميلي ليتر10
ليتر به كاغذ اضافه گرم بر ميلي ميلي1/0

. باند نهايي مشاهده شد

 PCRبا استفاده از

و روش ها، براي شده در قسمت مواد
PCRو نتايج آن با استفاده از انجام شد

3 بررسي شد كه نتيجه حاصله در شكل

 باز كيلويك ماركر2

ازو عدم از القا وجود باند در نمونه قبل
 صفر قبل از القا نشان از بيان پروتئين

 ... هومون رشد با استفاده از

و بافت علمي(مجله سلول

 تاييد آن با استفاده از كلني
و پلاسميد، هضم  آنزيميه ژني

و Xho1 آنزيمدو ازاستفاده
rhGH از استفادهباXho1 و

و پلاسميد از قطعات مربوطه ژن
 T4و قطعات با استفاده از آنزيم

داخل باكتري مستعدل الحاق به
.ي رزتاگامي ترانسفورم شده

 حاوي پلاسميد نوتركيبي كه ژن
اي تائيدبر. باشند شده مي

شكل تصادفيهاي تشكيل شده به
شد PCR قسمت قبل كلني انجام

 صحت وجود وكتور نوتركيب را در
. كردند

SDS PAGE و تاييد آن با
براي بررسي اوليه بيان پروتئين

5دري رزتاگامي ترانسفورم شده
Lb Brothدرجه37در دماي

ميكروليتر 250ساعت 16 بعد از
1/0(ليتر محيط كشت ميلي 10

م و عصاره گرم سديم1/0خمر
0OD= بيان گيري بعد از نمونه ،

IPTG از و بعد در4القا ساعت
با.ز باكتري القا شده انجام شد

توجه به اندازه پروتئ
5/14اكريل آميد

استفاده قرار گرفت
روي ژل با اختلاف

منظور تايبه. شدند
وسترن بلات، نمونه

هاي مربوطه پروتئين
VDFآمپر بر روي

Aساعت در محلول
شسستشو با استفاد

(-اول باديآنتي در
در دماي اتاق گرما
شستشوي مجدد كا

)Roche(با نسبت
شستشوي مجدد

mg/ml  1غلضت
دقيقه باند5و بعد از

 نتايج

rhGHژن تكثير

طبق شرايط ذكر
hGH ،Rتكثير ژن
ب1ژل آگارز درصد

. شود مشاهده مي

ژن جفت 670 باند1ستون:3ل ستون،hGHباز تكثير شده مربوط به

rبا استفاده از ژلSDSPAGE 
در40وجود باند كيلو دالتوني

ساعت پس4زمان 
ص بيان در زمان

و بيان ژن نوتركيب هو كلون

402 

و تايي ترانسفورماسيون
PCR:بعد از تكثير قطعه

اسبا pET32a پلاسميد
BglIIژنو هضم آنزيمي

BamH1 صورت گرفت.
و روي ژل آگارز جدا شده

محصول.هم الحاق شدند به
ي اشرشياكلي سويهشده
ح كلني هاي تشكيل شده

hGH در آن وارد
هاترانسفورماسيون از كلني

هاي قسبا استفاده از پرايمر
دست آمده صح كه نتايج به

هاي حاصله تاييد كردكلني

E بيان پروتئين توسط

بر:روش وسترن بلات

نوتركيب، باكتري ترانسف
hليتر محيط كشت ميلي

و بع سانتي گراد گرماگذاري
از آن عنوان مايه تلقيح به

ع05/0گرم تريپتون، گرم
شد) كلريد /6در. اضافه

ميلي مولار از1با غلظت
8/1OD= نمونه گيري از

شكل

 بررسي نتيجه بيان
ژن نمونه rhGHهاي بيان

.مورد بررسي قرار گرفت
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. رشد استنشان دهنده باند مربوط به هورمون4شكل.نوتركيب دارد

4 باكتري،2ستون. باكتري قبل از القا،1ستون pET32arhGH. وكتور حامل باكتري اشرشياكلي رزتاگاميدر نوتركيب رشد هورمون بيان:4شكل
مي3ستون. ساعت بعد از القا .باشدماركر پروتئيني

 نتيجه لكه گذاري وسترن
براي بررسي صحت نتايج ژل پلي اكريل آميد وسترن بلات

طي همان نمونه ها بر روي غشا نيتروسلولزي انجام شد كه
دست آمده باند مشاهده شده در سايز مورد نظر نتيجه به

صحت بيان پروتئين نوتركيب هورمون رشد انساني را در 
در. سويه بياني نشان مي دهد نتيجه نهايي وسترن بلات

.آمده است5شكل 

 پروتئين بيان تاييد، باند2، پروتئين ماركر، ستون1ستون. بلات وسترن نهائي نتيجه:5شكل

 بحث
ن طر يازدر حال حاضر هورمون رشد مورد يقكشور از

 سالدر بهداشت وزارت گزارش ابربن. شوديمينواردات تام
م بيش 82 دلار صرف واردات هورمون رشد يليوناز سه

ا نينشده است كه . داخل نبود يازنيجوابگويزمقدار
تومان صرف واردات يلياردم80مبلغ92در سالينهمچن

ل. هورمون رشد شده است وزارت هاي يازمندين يستمطابق
ياهورمون رشدي، دارو1394بهداشت در سال

داخل كشور قرار گرفتهيدتوليتدر اولو ين،سوماتوتروپ
. است

طوربهسنيشهورمون در بدن با افزاينايدكه تول از آنجا
ميدشد توليدآن از اهميت زيادي لذا امروزه. يابديكاهش

موبرخوردار است  حجميشمانند افزاياثرات توانديفرد
بدونيبدن بدون ورزش، كاهش توده چرب هاي يچهماه
و چين رفع ها، استحكام استخوانيشافزا يي،غذايمرژ
كلوكچر يشو كبد، افزايهپوست، بهبود عملكرد قلب،
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بايتو بهبود وضعيقدرت جنس و فشار خون را كلسترول
.هورمون رشد تجربه كند ينهمصرف به

توليد سازي مختلف هاي دارو اين هورمون توسط شركت
به. شود مي مي بيشتر در صورت انكلوزيون بادي و باشد

به حالت تخليص ايجاد مشكل مي و يا توليد صورت نمايد
ليتر باشد كه ميزان بيان آن در هر ميلي پري پلاسمي مي

.باشد محيط كشت بسياركم مي
 Genetechنامبه يكائيشركت آمريك 1981در سال

بايكهورمون رشد سنتتيدلتويرا برا يعيوس هاييشآزما
.)16( شروع كرديبنوترك DNAياستفاده از تكنولوژ

زميكار مهم اولين ساخت هورمون رشد ينهكه در
و همكارانيبنوترك انجام)17( صورت گرفت توسط ژئودل

از يبيساختار تركيكشد كه از  دستبه cDNAمتشكل
كه DNAياو قطعه يشينپ يپوفيزه mRNAآمده از 

ش به .ساخته شده بود استفاده كردند يمياييطور
بس آنجا از مت ياييباكتر هاييناز پروتئ ياريكه  يونينفاقد
ميهاول ا كردنديهستند، دانشمندان تصور  يدآمينهاسينكه

ول يسميممكن است با مكانيزنياضاف يمشابه حذف شود،
نينا ينا يولوژيكيبيتهر چند كه فعال. يفتاداتفاق

شيطشرادرينپروتئ رسيا يشهدرون ت،اس يدهبه اثبات
ميمطالعات بعديول اينشان  يونينمتيندهد كه حضور
عليباديآنتيلتواند سبب تشكيم هورمون رشديهبر
ب يونينمت ا يمارانيدار در شده يمارتينپروتئينشود كه با
به يقاتيموضوع توجه گروه تحقينا.)19و18( اند سمت را

ينپروتئيهمچون استفاده از هدفمند سازييهاروش
بهيكمتس به نشانهيهايتوال يريكارگ بخش خاص با

بيحجلب كرد كه بتواند هورمون رشد را صح نقصيو
.كنديدتول
هورمون رشد، پروتروپن از شركتيبفرم نوتركيناول

Genetech وارد بازار 1985بار در ساليناوليبود كه برا
ينايبنوتركيهورمون رشد انسانيدتوليشبا افزا. شد

و كمبود هورمون رشد مورد يمارانب هورمون در با نقص
م. استفاده قرار گرفت كننده يانب هاي يستمس يانامروزه از

مورد ياكلياشرشيباكتر يانيب يستمس يب،نوتركينپروتوئ
م ).17( باشديتوجه
و توليكرشد سنتتيها هورمون كنندگانيدقابل دسترس

 ,Nutropin (Genetech), Humatrope (Liily)آن شامل 
Gentropin (Pfizer), Tev-tropin (Teva), Saizen 

(Serono به همه صورت پري پلاسمي تهيهي اين موارد
وشون مي حالت سيتوپلاسميبه Norditropin (NoVo)د
ق يب،فراورده ها از نظر تركينا.باشد مي و  يكسان يمتاثر

و مهم آن ترين هستند در تفاوت س فرمولاسيونها  يستمو
.)20(باشديميسازآزاد

 هايپروتئين رسوبو تجمعاز جلوگيري در تيوردوكسين
 فرصتهاآنبه نتيجه،در. نقش دارد فيوژ شده، نوپاي
مي براي آداپته شدن با فولدينگزيادي . دهدشان

 عنوانبهراآنكه است هاييويژگي داراي تيوردوكسين
به شريك  كوچك، اندازه. حساب مي آورد فيوژن مناسب
و ترجمه دوهركه دهدمي نشانآن سوم ساختار زياد
 هاي مولكولبه آن براي اتصال كربوكسيلو آمينو انتهاي
.)21(هستند دسترسدر ديگر

هاي هاي موجود در بيان پروكاريوتي پروتئيناز چالش
ميزبان است نوتركيب ايجاد اينكلوژن بادي در داخل سلول 

و اوره زدائي  كه با افزودن مراحل پائين دستي در فولدينگ
هاي توليدو سپس تخليص نهايي علاوه بر افزايش هزينه

باعث از دست رفتن مقادير زيادي از پروتئين طي اين 
توان تا حدود مراحل شده كه با بيان محلول پروتئين مي

اس. زيادي از اين مشكلات جلوگيري كرد تفاده از لذا با
به تيوردوكسين اين پروتئين را مي صورت محلول توليد توان

هاي ديگر مانند يوردوكسين براي توليد پروتئينتاز. نمود
و بيان قابل توجهي نيز  تري پاراتيد هم استفاده شده است

.)22(داشته است 

و قدرداني  تشكر
مي نويسندگان از دانشگاه صنعتي مالك دانند بر خود لازم

.انجام اين پژوهش تشكر نمايند جهت اشتر
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Abstract 

Aim: In this century, the production of recombinant drugs such as growth hormone has increased. 
Different problems existed in the expressions of cytoplasmic and Periplasmic types of growth 
hormone. Therefore, finding a way to optimize expression is very necessary. In this study, we 
optimized expression of growth hormone in the form of solution state by trx-tag method. This method 
increase protein expression (Periplasmic problem) and also prevents formation of inclusion body 
(problem cytoplasmic).  
Material and methods: Gene synthesis and gene cassette was done in pET 32a expression vector. 
Gene cassette contains trx tag for protein solubilization, His tag for purification and enterokinase for 
separate rHgh from previous tags. 
 Results: After cloning the gene in vector, its expression was confirmed by Western blot technique. 
The results showed that the expression of fusion protein was done well. 
Conclusion: the obtained finding proved that protein can be soluble by Trx-tag and increased its 
expression levels. Moreover, better results can be achieved in the fermentation and downstream 
processing. 
Keywords: Growth hormone، Protein solubilization، Thioredoxin tag 
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