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 موجود اختصاصی و عمومی هایروش بین رسدمی نظر . بهاستهای بیوتکنولوژی در تمام شاخهها پژوهش

 حل راه یک مولکولی هایچپرون با نظر مورد پروتئین مشترک بیان نوترکیب، پروتئین حلالیت افزایش برای

 حال این با باشد، تجمعات پروتئینی کاهش و شده سنتز تازه صحیح پروتئین شدن تا به کمک برای مناسب

 های ماهیانچپرون منظور بررسی کارایی به .است متفاوت ایگسترده طور به های مختلفچپرون اثربخشی

 Hsp70سازی و بیان همزمان دو پروتئین کلون مطالعهدر این  های نوترکیب،در افزایش حلالیت پروتئین

 Rutilusماهی سفید  از µ ترانسفراز کلاس -S و گلوتاتیون Esox lucius (El-Hsp70) ماهیاردکمربوط به 

kutum (Rk-GSTµ)  در میزبانE. coli کنش دو پروتئین از آنالیزانجام شد و به منظور بررسی برهم 
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مقدمه

دارای فعالیت  و محلول خالص، هایپروتئین

. دارند زیادی تقاضای مدرن بیوتکنولوژی در

 سهولت کمیت، ندرته ب طبیعی پروتئینی منابع

 مناسب مورد نیاز را قیمت یا جداسازی در

های پروتئین فناوری رو این از و کنندمی برآورده

مناسبی است.  انتخابی روش اغلب نوترکیب

با توجه به مزایای  Escherichia coliباکتری 

ترین میزبانی هبسیاری که دارد اولین و گسترد

های نوترکیب است که برای تولید پروتئین

 پروتئین مورد نظر را بیان زیرا ،شوداستفاده می

 با سریع و ارزان کشت نسبی خود، سادگی با

 زیاد تعداد و شده شناخته ژنتیک بالا، تراکم

 با وجودکند. می آسانسازگار،  مولکولی ابزارهای

نوترکیب تولید پروتئین ها، ویژگی این همه

رو است که این هنیز روب ییهابا چالش E.coli در

ها در رابطه با عدم تولید پروتئین، چالش

غیرفعال بودن  و ی تجمعات پروتئینیگیرشکل

 Idalia and) است شده تولید هایپروتئین

Bernardo, 2017). بیان از اصلی در واقع هدف 

 درجه آوردن دسته ب اغلب نوترکیب پروتئین

 در مورد نظر به شکل محلول محصول از بالایی

 توسط همیشه رویکرد این. استباکتری  سلول

 در و شودنمی پذیرفته میزبان متابولیک سیستم

 مواجه سلولی استرس با شرایط بعضی از

 هایسیستم در که دیگری پاسخ. شودمی

 هایپروتئین تجمع شود،می مشاهده نوترکیب

 عنوان به که است به شکل نامحلول هدف

 (Inclusion Bodies: IBs) تجمعات پروتئینی

از  کلی طور اجتماعات به این .شوندمی شناخته

تشکیل  تاخوردگی نادرستهایی با پروتئین

 غیرفعال زیستی نظر از بنابراین و اندشده

 تعدادی از سلولی، طبیعیشرایط  هستند. در

صورت  به سیتوپلاسمی هایپروتئین

، هستندقادر به تا خوردن صحیح  خودیهخودب

 به نیاز تجمع، مستعد هایپروتئین که حالی در

( Chaperone) هایچپرون از تعدادی وجود

 نوپا پپتیدیپلی هایزنجیره با که دارند مولکولی

 درها آن تجمع از برقرار کرده تا متقابل ارتباط

 ,Lund) کنند جلوگیری تاخوردگی فرآیند طی

 در که نوترکیبی هایپروتئین تجمع. (2001

 ،دارند حد از بیش بیان باکتریایی هایسلول

 هایواسطه بالای غلظت تجمع از ناشی تواندمی

 هایچپرون توسط ناکارآمد پردازش یا تاشونده

 افزایش موثر در هایروش از یکی. باشد مولکولی

 از استفاده های نوترکیب،پروتئین حلالیت

به  های مولکولیچپرونهای کد کننده ژن

 کمک یا و پروتئین تخریب از منظور جلوگیری

 واقع، در. استتاخوردگی پروتئین  اصلاح به
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پایدار کردن  و اتصال توانایی دلیل به هاچپرون

 مانند غیرمولد هایواکنش از ،نوپا پپتیدهایپلی

 Castineiras et) کنندمی جلوگیری تجمع

al., 2018). 

 هایچپرون شده شناخته و مشخص یک نوع

 Heat) ک حرارتیهای شوپروتئین ،مولکولی

Shock Protein: Hsp)  که هستند

القا شونده با  شده، محافظت کاملا هاییپروتئین

 در را وستازئموهو  استرس و فراگیر هستند

 کنندمی حفظ هاپروکاریوت و هایوکاریوت

(Iwama et al., 1998) .هایپروتئین Hsp70 

 تعلق حرارتی شوک هایپروتئین خانواده به

 متعددی از آنجایی که از فرآیندهای و دارند

از عرض غشا، تنظیم عملکرد  انتقال مانند

جداسازی  و تنظیمی، مونتاژ هایپروتئین

 دوبارهو تاخوردگی  های پروتئینیکمپلکس

 پشتیبانی نادرستهایی با تاخوردگی پروتئین

نیز  مطالعه، در این (Ghazaei, 2017) کنندمی

-Esox lucius (Elاردک ماهی   Hsp70از 

Hsp70)  به منظور افزایش حلالیت آنزیم

از  µترانسفراز کلاس  -Sنوترکیب گلوتاتیون 

که  Rutilus kutum (Rk-GSTµ)سفید  ماهی

 دریای جنوبی قسمت هایگونه ترینیکی از مهم

  .شد ، استفادهاست خزر

 ;GSTs)ترانسفراز  -Sهای گلوتاتیون آنزیم

EC 2.5.1.18) مانندگوناگونی  موجودات که در 

 پرندگان ها،ماهی گیاهان، حشرات، ها،میکروب

 هایفعالیت اند، دارایشده کشف پستانداران و

 هاواکنش از نوع چندین در وی هستند متنوع

 ها، به واسطهدارند. از آنجایی که این آنزیم نقش

گلوتاتیون به  پپتیدکاتالیز واکنش اتصال تری

زا، موجب زا و بروندرون لترکیبات الکتروفی

تسهیل فرآیند حذف این ترکیبات از طریق 

شوند، یکی از اسید می مرکاپتوریکمسیر 

 II فاز زداییسم های کلیدی در فرآیندهایآنزیم

 ,Townsend and Tew) روندبه شمار می

 ها عملکردهایآنزیم این . همچنین(2003

ترکیبات  جداسازی با که دارند غیرکاتالیتیکی

 از وسیعی طیف سلولی درون انتقال ،زاسرطان

 انتقال مسیرهای و تعدیل هیدروفوب لیگاندهای

 ,.Rudneva et al) است مرتبط سیگنال

     ها در سهترانسفراز -S. گلوتاتیون (2010

که شامل  شوندبندی میتقسیم کلاس مجزا

 ییمیتوکندریا ،(cGSTs)سیتوزولی  هایکلاس

 Membrane-Associated) و متصل به غشا

Proteins in Eicosanoid and 

Glutathione Metabolism: MAPEG) 

       . (Jakobsson et al., 2008)است 

 اساس های سیتوزولی برترانسفراز -Sگلوتاتیون 
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          انتخاب آمینه، اسیدهای توالی شباهت

 ایمنولوژیک متقابل واکنش سوبسترا و

(Immunological Cross Reactivity)  به

 ، بتا(α) شوند: آلفابندی میسیزده کلاس تقسیم

(β)دلتا ، (δ)کاپا ، (κ)سیگما ، (σ)تتا ، (θ)مو ، 

(μ)امگا ، (Ω)پی ، (π) تاو ،(τ) زتا ،(ζ) فی ،(ϕ) 

. (Hayes et al., 2005) (ε)و اپسیلون 

 اعموم های سیتوزولیترانسفراز -Sگلوتاتیون 

      زیر واحدهای از متشکل یمرد هایپروتئین

 دو به توانندمی که هستند کیلودالتونی 30-23

 N انتهای ند، دمینشو تقسیم اضافی دمین

 توپولوژی واست  گلوتاتیون جایگاه اتصال شامل

βαβαββα تیوردوکسین شبه نیای از که دارد 

 یک از که Cانتهای  و دمین است یافته تکامل

 شده است تشکیلمارپیچ آلفا  بندیبسته

(Rudiger et al., 1997). 

های اخیر دریای خزر در معرض در سال

قرار گرفته در منطقه ی زیادی زاتنش عوامل

بار آلودگی بسیاری را بر این پهنه آبی است که 

آلودگی هوا، صنایع نفت و گاز،  .اندتحمیل کرده

پروری، کشاورزی، رواناب و بارش، شیلات و آبزی

خشکی و دریایی  هایهوا، پسماند و تغییرات آب

دریای بوم و گردشگری عواملی هستند که زیست

بسیاری از این منابع  .کنندخزر را تهدید می

های فعال گونه غلظت افزایش آلودگی از طریق

:Reactive Oxygen Species) اکسیژن  

ROS )اکسیداتیو استرس ایجاد باعث توانندمی 

 حد از بیش تولید .شوند موجودات دریایی در

ROS مهم زیستی هایمولکول به تواندمی   

 آسیب لیپیدها و هاپروتئین ،DNA مانند

 اکسیداتیو، استرس با مقابله برای .برساند

استفاده مختلف  راهکار از چندین جانداران

 هایآنزیم از های دفاعیمکانیسم این. کنندمی

سوپراکسید دیسموتاز،  مانند اکسیدانآنتی

       تشکیلترانسفراز  -Sکاتالاز و گلوتاتیون 

 تواندمی دیسموتاز سوپراکسید .است شده

 را )2O-( سلولی داخل اکسیژن آزاد هایرادیکال

 اکسیژن و )2O2H( هیدروژن پراکسید به

کاتالاز  که حالی در کند، تبدیل )2O( مولکولی

 بین درکند. تبدیل می 2O و O2H به را آن

با اتصال  هاGST ،اکسیدانآنتی هایآنزیم

 بسیاری الکتروفیلی به مراکز (GSH) گلوتاتیون

 مواد شامل زا،برون یا زادرون سمی ترکیبات از

 استرس محصولات شیمیایی، زایسرطان

 عوامل و هاکشعلف ها،کشحشره اکسیداتیو،

 ,.Ozaslan et al) سرطان درمانی شیمی

 و سلول زداییسم در را اصلی نقش (2018

های آسیب برابر در هابافت از محافظت

 ;Doyen et al., 2005) دارند اکسیداتیو

Hayes et al., 2005). از در واقع بخشی 
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های در محیط زندگی با زنده موجودات ریسازگا

 کارآمد هایمکانیسم داشتن اختیار در ،آلوده

 چنین با رودانتظار می که است زداییسم

 کنار آلوده محیط این با بتوانند هاییمکانیسم

از آنجایی  .(Ojopagogo et al., 2015) بیایند

موجود در ترانسفراز  -Sهای گلوتاتیون که آنزیم

 سموم مانند هاآلاینده برخی ثیراها تحت تماهی

های آلودگی و سنگین فلزات آلودگی آفات، دفع

 (Rudneva et al., 2010) گیرندنفتی قرار می

و به عنوان یک نشانگر زیستی مناسب در 

گیری تاثیر آلودگی بر موجودات آبزی مورد اندازه

 (Amado et al., 2006) گیرنداستفاده قرار می

 ماهی GSTدر اختیار داشتن فرم محلول آنزیم 

های مهم دریای خزر که یکی از گونهسفید، 

 Dadar) استدارای ارزش غذایی و اقتصادی 

et al., 2016)مطالعاتتواند پایه و اساس ، می 

های ای را در زمینه آلودگیجدید و گسترده

ها بر آبزیان این دریای خزر و میزان تاثیر آن

منطقه فراهم کند. علاوه بر این، برخی از انواع 

از مواد  زداییسم یا سازیاین آنزیم با غیرفعال

زا از آغاز فرآیندهای سرطانی سرطان الکتروفیل

 و شروع مراحل طی کنند. درجلوگیری می

        GST از خاصی هایفرم سرطان، یشرفتپ

 سرطانی وپیش کننده و آغاز هایسلول در

 .شودمی سرطانی بیان هایتجمعی در همچنین

 این آنزیم در شده بیان اشکال همچنین،

 هاآن مقاومت مکانیسم در سرطانی، هایسلول

 Coles)د دار نقش ضدسرطان داروهای برابر در

et al., 1990)  که  با توجه به اینوGST-μ  در

های ریه و مثانه ساسی در سرطاننقش اانسان 

، این (Tsuchida and Sato, 1992)دارد 

انتخاب شد.  مطالعاتبرای ادامه  کلاس از آنزیم

از  ییدرجه بالا دارای ماهیان از آن جایی که

عملکرد با پستانداران از ی و توالدر  یهمسان

 بیشترتا به امروز و  هستند جمله انسان،

در  یمورد مطالعه عملکرد مشابه یهاینپروتئ

 Sakamaki)اند نشان دادهو پستانداران  یماه

and Satou, 2009) یرو و پژوهش. مطالعه 

در مورد  یخوب ینشتواند بیم یانماه

انسان  یماری و مطالعات دارویی درب آیندهایفر

سازی و بنابراین شناسایی، کلون داشته باشد.

توسط تیم تحقیقاتی  Rk-GSTμ بیان آنزیم

Ahmadi ( 2020و همکاران) اما .انجام گرفت 

 مقدار تجمع، زیاد این آنزیم به تمایل دلیل به

نامحلول  به فرم آمده دسته ب از پروتئین زیادی

 این برای حل مناسب راه بود. به منظور یافتن

بررسی میزان تاثیر  برانگیز و چالش مسئله

های در افزایش حلالیت پروتئین هاچپرون

            و Rk-GSTμ سازیاز کلون، نوترکیب

El-Hsp70 یک وکتور در از با استفاده E. coli 
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. در واقع به دلیل شباهت ساختار اسـتفاده شد

 Teleost) ژنتیکی انسان و ماهیان استخوانی

Fish) (Postlethwait et al., 2004)  از جمله

ها در مطالعات اردک ماهی، استفاده از آن

های انسانی و مطالعات دارویی گسترش بیماری

این با بیان همزمان حاضر  مطالعهیافته است. در 

       ویژه آنزیمدو پروتئین و سنجش فعالیت 

Rk-GSTμ  در حضور و عدم حضورEl-Hsp70 

جهت افزایش فرم  در El-Hsp70چپرون تاثیر 

 .شدمحلول پروتئین هدف بررسی 

 

 هاروش و مواد

 هاسازه و پلاسمیدها شیمیایی، مواد

تریس، گلایسین، ایمیدازول، آگارز، سوی 

پپتون، عصاره مخمر، سدیم دودسیل سولفات، 

NaCl های مورد استفاده از شرکت و سایر نمک

سایز مارکر از  DNAتهیه شد.  (آلمان)مرک 

و مارکر وزن )آمریکا( آلدریچ  -شرکت سیگما

مولکولی پروتئین، رنگ کوماسی برلیانت بلو 

G250های محدود الاثر، ، لیزوزیم، آنزیم

DNaseهای ، آنزیمTaq DNA Polymerase 

از شرکت ترمو فیشر  T4-DNA ligaseو 

سیلین تهیه شدند. آمپی (انگلستان) ساینتیفیک

پیرانوزید  گالاکتو تیو -1 -دی -آیزوپروپیل بتاو 

(IPTG از بایوبازیک )(انگلستان )های و کیت

از ژل و پلاسمید از شرکت کیاژن تهیه  استخراج

از شرکت  pETDuet-1وکتور بیانی  شدند.

 نواژن تهیه شد.

 

 Rk-GSTµو  El-Hsp70های کلونینگ ژن

کننده  برای ساختن سازه نوترکیب بیان    

،  از پلاسمید Rk-GSTµو  El-Hsp70های ژن

pET28a  حاوی ژنRk-GSTµ  که در مرحله

 Ahmadi et)آماده شده بود  از آزمایشقبل 

al., 2020) هاییآغازگر از گیریو با بهره        

-SalI الاثر محدود هایآنزیم برش محل که

NotI  کد شناسایی  بود شده طراحی آنان در(

در بانک جهانی ژن  Rk-GSTµژن 

KY211992.1 کد نواحی کامل ( توالیاست 

 PCRروش  توسط Rk-GSTµ ژن کننده

 طراحی هایآغازگر د. توالیش تکثیر و جداسازی

 و دمایی شرایط آمده است. 1در جدول  شده

 شرح به این و مرحله سه شامل هاچرخه تعداد

درجه  95واسرشتگی در دمای  اول مرحله: بود

 مرحله چرخه، یک دقیقه و 5گراد به مدت سانتی

 بخش دمایی سه شامل چرخه بود 32 که دوم

 15گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشتگی 

گراد به مدتدرجه سانتی 52-60ثانیه، اتصال 
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 اضرح: توالی آغازگرهای مورد استفاده در مطالعه 1جدول 

 آغازگر ژن

Rk-GSTµ F: 5′- TTATATGTCGACATGGCAATGAAATTGGCATATTGGGATATACGC -3′ 

 R: 5′-TTATATGCGGCCGCTCACTCCTTCTTGTTTCCCCATTTGGCCATCT -3′ 

El-Hsp70 F: 5′-TTATATGGTACCATGTCAGCTACGGGCCTG -3′ 

 R: 5′-TTATATCTCGAGCTACCGGTGGCATCCCTC -3′ 

 

گراد درجه سانتی 72 در دمای ثانیه و توسعه 30

 Total) سوم ثانیه بود. مرحله 30 به مدت

Extension ) 72 دقیقه و در دمای 10به مدت 

 ژنی قطعه صورت گرفت.  طولگراد درجه سانتی

همچنین به . بود باز جفت 625 شده تولید

، El-Hsp70منظور تکثیر نواحی کد کننده ژن 

 El-Hsp70حاوی ژن  pET28aاز پلاسمید 

 برش محل که هاییآغازگر استفاده شد و از

 آنان در KpnI-XhoI الاثر محدود هایآنزیم

در ها د که توالی آنشبود استفاده  شده طراحی

ژن  با مشابه دمایی شرایط آمده است. 1جدول 

Rk-GSTµ  2383و طول قطعه تولید شده 

با استفاده  Rk-GSTµسپس ژن  جفت باز بود.

   به  NotIو  SalIهای محدود الاثر از آنزیم

وکتور  (MCS1) 1جایگاه کلونینگ چندگانه 

  El-Hsp70وارد شد و ژن  pETDuet-1بیانی 

       ، درKpnIو  XhoIهای تحت اثر آنزیم

   (MCS2) 2جایگاه کلونینگ چندگانه 

pETDuet-1-GST ،نتیجه در قرار گرفت 

 pETDuet-1-GST-Hspنوترکیب  پلاسمید

های ساخته شد. سازه جدید نوترکیب به سلول

و برای تایید منتقل شد  E. coli BL21مستعد 

اختصاصی و به دنبال آن آنالیز  PCRکلونینگ 

 1، توسط الکتروفورز ژل آگارز PCRمحصولات 

 درصد انجام گرفت.

 

 Rk-GSTµبیان و تخلیص پروتئین 

از تک کلنی  اولیه، کشت تهیه برای

 لیترمیلی 5 در ترانسفورماتور استفاده شد و

 100) سیلینحاوی آمپی LB محیط کشت

 37 دمای در و تلقیح( لیترمیلی در میکروگرم

 کشت .دشانکوبه  شب یکگراد درجه سانتی

 حاوی LB محیط به 100: 1 اولیه با رقت

گراد درجه سانتی 37 در و منتقل سیلینآمپی

 IPTG مولارمیلی 5/0 با القا سپسو  دش انکوبه

درجه  25 در ساعت 20 مدت به صورت گرفت و

 تخریببه منظور  .انکوبه شدگراد سانتی

 حاوی کننده های باکتری، از بافر لیزسلول
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4PO2NaH 50 مولارمیلی، NaCl 300 

 10( Imidazoleایمیدازول ) ،مولارمیلی

لیتر میکروگرم در میلی 200با  همراهمولار میلی

سپس . استفاده شد pH 0/8 با لیزوزیم

در حمام آب یخ و ( Sonication) سازیهمگن

، به منظور از بین DNaseبه دنبال آن تیمار با 

بردن ویسکوزیته سوسپانسیون، انجام گرفت. 

دقیقه در  10به مدت  به دست آمدهمخلوط 

 g12000 و با دورگراد درجه سانتی 4 دمای

شد، سوپرناتانت ، آلمان( Hettich) سانتریفیوژ

 دش ذخیره بیشترمطالعات  به دست آمده برای

مولار اضافه  8اوره  حاوی شستشو و به پلت بافر

دقیقه سانتریفیوژ  10به مدت  g10000و در 

 طریق از نامحلول  و های محلولشد. پروتئین

SDS-PAGE قرار تحلیل و تجزیه مورد 

 به نیز Rk-GSTµ علاوه بر این، ژن .گرفتند

 انتقال، مشابه شرایط با جداگانه تنهایی و به طور

سازی با استفاده فرآیند خالص آنالیز شد. و بیان

انجام  Ni-NTA His-Bind Resinاز ستون 

گرفت. پس از بارگذاری سوپرناتانت آنزیمی، 

 Washing) 1ستون توسط بافر شستشو 

Buffer ، مولار، میلی 20تریس هیدروکلراید

      مولار، ایمیدازولمیلی 150سدیم کلرید 

شسته شد و سپس ( pH 8 مولار بامیلی 100

تریس ، Elution Buffer) 2بافر شستشو 

 150مولار، سدیم کلرید میلی 20هیدروکلرید 

( pH 8 مولار بامیلی 300مولار، ایمیدازول میلی

شد  اضافه خالص Rk-GSTμ آوری جمع برای

 SDS-PAGE توسط شستشو هایو بخش

 قرار گرفت. تحلیل و تجزیه مورد

 

سنجش فعالیت و فعالیت ویژه آنزیم  

 ترانسفراز -Sگلوتاتیون 

، از Rk-GSTµبرای سنجش فعالیت آنزیم 

و  (CDNB)بنزن  نیترودی -4 ,2 -کلرو-1

به عنوان سوبسترا استفاده  (GSH)گلوتاتیون 

 -S- (2, 4شد و جذب محصول واکنش )

نانومتر طی  340نیتروفنیل( گلوتاتیون( در دی

د. یک واحد فعالیت آنزیم شدقیقه ثبت  3

میکرومول  1ترانسفراز با اتصال  -Sگلوتاتیون 

CDNB  بهGSH 25 در هر دقیقه در دمای 

لیتر از میلی 1شود. تعریف میگراد درجه سانتی

      محلول نمکِ فسفات مخلوط واکنش حاوی 

 Phosphate-Buffered) با خاصیت بافری

Saline: PBS) 100 مولار بامیلی pH 5/7 ،

 CDNB  100،مولارمیلی 100گلوتاتیون 

و مقدار مناسبی از آنزیم گلوتاتیون مولار میلی

S- ترانسفراز بود (Kalita et al., 2019) .

، UV/Vis) سنجطیف دستگاه با جذب تغییرات

Biochrom ،درجه  25 دمای در (انگلستان
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همچنین به منظور تعیین  .شد ثبتگراد سانتی

 از روش برادفورد Rk-GSTµفعالیت ویژه آنزیم 

(Bradford Protein Assay )ارزیابی برای 

 Harlow) شد استفاده محلول پروتئین غلظت

and Lane, 2006). 

 

 SDS-PAGEالکتروفورز پروتئین با تکنیک 

های به دست آمده به الکتروفورز پروتئین

و مطابق با روش  SDS-PAGEصورت 

Laemmli ولت انجام گرفت و از 100، در ولتاژ 

 تشخیص برای G250کوماسی برلیانت بلو 

 ,Gallagher) شد استفاده پروتئینی نوارهای

2006). 

 

 نتایج

 جایگاه دو دارای pETDuet-1ناقل 

پروموترهای  با( MCS) کلونینگ چندگانه

. است ریبوزوم اتصال محل یک و جداگانه

 در ترتیب به El-Hsp70 و Rk-GSTμ هایژن

MCS1 و MCS2 صحت  و گرفتند قرار

 (.1 شکل) شد ییدات PCR کلونینگ با

 بالایی از پروتئین سطوح به دستیابی برای

درجه  25در  بیان ،Rk-GSTμ محلول

و  انجام گرفت ساعت 20 مدت گراد بهسانتی

 و محلول هایپروتئین ها،سلول تخریب از پس

 و تجزیه مورد SDS-PAGE توسط نامحلول

 گرفتند. قرار تحلیل

 

 

های باکتری سلول Colony PCR: نتایج 1 شکل

های کوترنسفرم شده با استفاده از الف( آغازگر

pET Upstream  وDuetDOWN1  برای جایگاه

MCS1  در ناقلpETDuet-1 که حاوی ژن        

Rk-GSTμ  جفت باز است و ب( آغازگرهای  625با

DuetUP2  وT7 Terminator  برای جایگاه

MCS2    در ناقلpETDuet-1-GST  که حاوی ژن

El-Hsp70  استجفت باز  2383با. 

 

 شده داده نشان 2 شکل در که طور همان

 Rk-GSTμمربوط به  هایآنالیز کمی باند است،

توسط  El-Hsp70 در حضور و عدم حضور

دهد که ، به خوبی نشان میImageJ افزارنرم

 منجر Rk-GSTμ و El-Hsp70 بیان همزمان

       . شد Rk-GSTμ محلول افزایش سطح به

 Rk-GSTμعلاوه بر این، پس از تخلیص آنزیم 

 Ni-NTA His-Bind resinتوسط ستون 
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که در  شد(، فعالیت ویژه آن محاسبه 3)شکل 

 ، افزایش فعالیت ویژه در شاهده مقایسه با نمون

(.2)جدول  بودمشهود  El-Hsp70حضور 

 

 

گراد درجه سانتی 25در دمای  El-Hsp70و  Rk-GSTμمربوط به بیان مشترک  SDS-PAGE: نتایج 2شکل 

کیلودالتون و باند مربوط به آنزیم  25در حدود  Rk-GSTμساعت. الف( باند مربوط به آنزیم  20و به مدت 

El-Hsp70  رسوب مربوط به 2: مارکر وزن مولکولی، ردیف 1کیلودالتون مشخص است. ردیف  70در حدود :

های تولید کننده : سوپرناتانت مربوط به سلول3، ردیف El-Hsp70 + Rk-GSTµهای تولید کننده سلول

El-Hsp70 + Rk-GSTµ های تولید کننده ب مربوط به سلول: رسو4، ردیفRk-GSTµ  5و ردیف :

توسط  Rk-GSTµ. ب( آنالیز کمی بیان آنزیم Rk-GSTµهای تولیدکننده سوپرناتانت مربوط به سلول

            ، به خوبی افزایش سطح محلول آنزیم5و  3. مقایسه درصد باندهای مربوط به ردیف ImageJافزار نرم

Rk-GSTµ همراه با  را در بیانEl-Hsp70 دهد.نمایش می 
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کیلودالتون  25 حدود در Rk-GSTµ. باند مربوط به آنزیم Rk-GSTµ: مراحل مختلف تخلیص آنزیم 3شکل 

مارکر  :1 شماره مشخص است. از چپ به راست: کیلودالتون 70 در حدود El-Hsp70و باند مربوط به آنزیم 

سوپرناتانت مربوط : El-Hsp70 + Rk-GSTµ ،3های تولید کننده رسوب مربوط به سول: 2وزن مولکولی، 

به  هایفراکشن: 6و  5، (Flow Through)فلو ترو : El-Hsp70 + Rk-GSTµ ،4های تولید کننده به سلول

به  هایفراکشن: 8و  7، (Washing Buffer)ایمیدازول  مولارمیلی 100 حاوی بافر با شستشو از دست آمده

 .(Elution Buffer)ایمیدازول  مولارمیلی 300 حاوی بافر با شستشو از دست آمده

 
 El-Hsp70در حضور و عدم حضور چپرون  Rk-GSTμ: فعالیت ویژه آنزیم 2 جدول

 نمونه (μmol/mg/min)فعالیت ویژه 

 El-Hsp70 + Rk-GSTµهای تولید کننده سلول 16/20

 Rk-GSTµهای تولید کننده سلول 25/2

 نسبت 96/8
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 بحث

نوترکیب  هایپروتئین که آنجایی از

 و بیوتکنولوژی صنایع در ایکاربردهای گسترده

 پروتئین تولید زمینه به علاقه دارند، دارویی

 طور به گذشته سال چند در طی نوترکیب

 راستا، این در .است رشد حال در چشمگیری

 و تولید راحتی به هاپروتئین این از برخی اگرچه

 فرآیند تولید بسیاری اما شوند،سازی میخالص

 یکی با مشکلات متعددی همراه است که هاآن از

مورد  کافی پروتئین بیان عدم هاآن ترینمهم از

 Esposito and) است نظر به فرم محلول

Chatterjee, 2006)ذاتی  و خارجی . عوامل

های نوترکیب پروتئین حلالیت متعددی در

 نوز ،pH دما، یونی، قدرت دخیل هستند مانند

 آبگریزی، آمینه، اسیدهای ترکیب مولکولی،

 باقی قطبیت و ساختار ایزوالکتریک، نقطه

و  (Bhandari et al., 2020) سطحی هایمانده

 بهبود برای متنوعیهای رویکرد بر همین اساس

شده  پیشنهاد شده بیان هایپروتئین حلالیت

 Hoffmann et al., 2004; Rinas et) است

al., 2007; Singh et al., 2015; Upadhyay 

et al., 2016). همزمان در این میان بیان 

 در مولکولی هایچپرون با نظر مورد پروتئین

 حلالیت افزایش برای موثری روش میزبان یک

 Ikura et) آیدنوترکیب به شمار می پروتئین

al., 2002)مطالعه نیز، این . در El-Hsp70 به 

حلالیت  بهبود برای مولکولی چپرون عنوان

. شد استفاده Rk-GSTμ پروتئین نوترکیب

 در ژن دو مشترک بیان برای مختلفی هایروش

E. coli روش اول،. گیردمورد استفاده قرار می 

 مقاومت نشانگرهای با های متعددناقل از استفاده

را  جداگانه ژن یک ناقل مختلف است که هر

 به منجر است ممکن کند، این روشحمل می

 محل آغاز همانندسازی با پلاسمیدها رقابت

(Ori) برای را ارزش پلاسمیدها و شود مشابه 

 در روش دوم،  دهد. کاهش باکتریایی میزبان

 پروموتر واحد یک با در یک ناقل هاکلونینگ ژن

انجام  ژن هر مجزا برای محل اتصال ریبوزوم و

 یک ایجاد به منجر شود که در نهایتمی

mRNA شود.طولانی می سیسترونیکپلی 

 با ناقل واحد یک از روش استفاده سومین

,.Romier et al) است رونویسی واحد چندین  

این روش  بیشتر کارآیی دلیل که به (2006

 (Kim et al., 2004) روش دیگر نسبت به دو

                برای همین روش اضر ازحمطالعه  در

 در El-Hsp70با  Rk-GSTμ مشترک بیان

افزایش  شد که استفاده E. coli هایسلول

 بیان نتیجه در Rk-GSTμ محلول محتوای

 برای روشنی پشتوانه ،El-Hsp70 با همزمان

خوبی،  به مطالعه این. روش است این صحت
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 با مشترک بیان آن در را که قبلی مطالعات

 در توجهی قابل تاثیر مولکولی هایچپرون

داشت، تایید  نظر مورد پروتئین حلالیتافزایش 

 تنش، شرایط در. (Peng et al., 2016کند )می

 تحت یا اکسیداتیو، یا گرمایی استرس مانند

های ماشین پروتئین، حد از بیش بیان شرایط

 باعث این شوند ومی پروتئین اشباعتاخوردگی 

 تجمع نتیجه در ها وپروتئین تاخوردگی نادرست

 جهش تواندمی تجمع دیگر دلایل. شودها میآن

 جهش دلیل به پروتئین اولیه ساختار توالی در

RNA/DNAاشتباهات طی فرآیند ترجمه ،           

باشد در حال ساخت  پروتئین بالای غلظت یا

(Kopito, 2000). ،تجمع فرآیند بنابراین 

 طول در که است رایج پدیده ها یکپروتئین

 این. شودمی مشاهده نوترکیب پروتئین تولید

 در کمتری تعداد عموما به تجمعات پروتئینی

که  دارند وجود سلول پلاسمپری یا سیتوپلاسم

 ساختارهای مختلف از ایگسترده طیف توسط

 حدی تا که پپتیدهاییپلی جمله از پروتئینی،

 همچنین اند ودچار تا خوردگی شده

 اند،رسیده خود اصلی فرم به که هاییپروتئین

به  .(Speed et al., 1996)شوند می تشکیل

 تشکیل در که مختلفی عوامل خاص، طور

عبارت  گذارندمی تجمعات پروتئینی تاثیر

 ، وجود یکنوپااز غلظت بالای پروتئین  دهستن

 پس تغییرات سیتوپلاسم، عدم در کاهنده محیط

 سولفیدی نامناسبپیوندهای دی و ترجمه از

(Garcia-Fruitos et al., 2011) .هایی واسطه

 عنوان اند، بهتاخوردگی شده که تا حدی دچار

 شناخته هاپروتئین تجمع اصلی سازهایپیش

 عدم و یا هاآن جزئی دناتوره شدن زیرا شوند،می

برای تاخوردگی  اساسی کوفاکتورهای وجود

های موجب واکنش ها در سیتوپلاسمآن

 شرایط در .شودمی IBs تشکیل و هاآن نامناسب

 با مولکولی هایچپرون طبیعی، سلولی

برقرار  لمتقاب ارتباط نوپا پپتیدیپلی هایزنجیره

 شدن تا فرآیند طی در تجمع از کنند تامی

 تجمع از هاچپرون از بعضی. کنند جلوگیری

 که حالی در کنند،می جلوگیری پپتیدهاپلی

 حل تا خوردگی مجدد و به های دیگرچپرون

 .کنندمی کمک تاخورده غلط هایپروتئین شدن

 پروتئین خانواده ، یکHsp70های پروتئین

 فراگیر در طور به که است شده محافظت بسیار

 سلولی هایدراندامک و هاپروکاریوت همه

 Evans et) یوکاریوتی وجود دارند موجودات

al., 2010) .چگونگی اتصال  تحلیل و تجزیه

Hsp70 نشان مختلف رویکردهای از استفاده با 

های غنی از ها توالیاین چپرون  داده است که

 دهند و بهمی آبگریز را تشخیص آمینه اسیدهای

شوند می متصل هاآن به ATP به ستهواب روشی
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(Rudiger et al., 1997) .ماهیت دلیل به 

 طور به های اتصالیموتیف این بودن، آبگریز

 درستی به پروتئین یک داخل در معمول

گرفتن  قرار نتیجه، در. گیرندمی تاخورده قرار

 است ممکن سطح، در های آبگریزیچنین توالی

. تانخورده باشد ترکیبات از متمایز ویژگی یک

 همه در احتمالا آبگریزی مناطق چنین

دارند.  بدون تاخوردگی وجود پپتیدهایپلی

پروتئین شده  تثبیت به منجر Hsp70 با ارتباط

 شودمی جلوگیری آن تجمع از نتیجه در و

(Ghazaei, 2017).  

همزمان  بیان این مطالعه، هاییافته طبق

Rk-GSTμ چپرون  باEl-Hsp70 تاخوردگی  از

کند و منجر می جلوگیری Rk-GSTμ نادرست

. شودبه افزایش حلالیت و فعالیت ویژه آن می

 را ست آمده در این مطالعه شواهدینتایج به د

 در مولکولی هایچپرون محسوس نقش مورد در

 ارائه نوترکیب هایپروتئین ارتقای حلالیت

 راستا این در را آیندههای ژوهشپ و دهدمی

های از ژن استفاده این، بر علاوه. کندمی تضمین

 عنوان به جدید، مولکولی هایکد کننده چپرون

مهمی  تواند زمینهمی مشترک، بیان شریک یک

 فراهم کند. آیندهمطالعات  را برای
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Abstract  

Attainment of soluble recombinant protein in high quantity is a critical 

demand in all types of biotechnology. Between the available general and protein-

specific techniques used for enhancing the protein solubility, the co-expression 

of desired protein with molecular chaperones seems to be a proper solution to 

assist the folding of newly synthesized protein and reduce the inclusion bodies 

formation, however the effectiveness of different chaperones varies widely. In 

order to evaluate the efficiency of fish chaperones in increasing the solubility of 

recombinant proteins, cloning and simultaneous expression of Esox lucius Hsp70 

(El-Hsp70) and the µ-class glutathione S-transferase from Rutilus kutum (Rk-

GSTµ) was performed on E. coli host. In order to investigate the protein-protein 

interaction, the SDS-PAGE electrophoresis and measuring the specific activity of 

Rk-GSTµ was applied. Since the solubility and specific activity of Rk-GSTµ 

were increased in co-expressing cells, this work has provided another promising 

finding on the positive role of chaperones in enhancing the soluble content of 

expressed recombinant proteins. 

Key words: Glutathione S-transferase, Chaperone, Recombinant Protein, 

Inclusion Body, Protein Solubility. 
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