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Abstract 
 
Background: Increase of protein purity is a serious challenge in the production of recombinant therapeutic 
proteins. For this purpose, several strategies have been employed to purify the target protein, among which 
the affinity chromatography-based purification methods and tagged proteins such as Ni-NTA are common 
and but costly. Therefore column-free purification techniques, such as using elastin-like proteins (ELPs), are 
being developed as alternative method. In present study, the efficacy of Ni-NTA, ELP, and the combined Ni-
NTA/ELP was evaluated for purification of streptokinase as a model protein at lab scale.  
Materials and methods: Streptokinase gene was amplified by PCR, cloned into pET21-ELP, and 
transformed into E.coli BL21 Rosetta cell. The expressed protein was then purified using the methods 
described above. The identity and purity of the protein were evaluated by western blot using Anti-His 
antibody and SDS-PAGE, respectively. The purification yield was also calculated for each method by micro-
Bradford assay.  
Results: The purification yield was calculated as 76 ± 16 μg/ml in ELP precipitation, 108 ± 14 μg/ml in Ni-
NTA purification and 88 ± 11 μg/ml in Ni-NTA/ELP combined method, respectively. The SDS-PAGE 
results showed that the purity of streptokinase purified by the combined method was higher than that of each 
method separately.  
Conclusion: The present study showed that the integration of purification methods in one step can increase 
the purity and yield in purification process of recombinant therapeutic proteins. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  395تا  387صفحات ، 99 زمستان، 4، شماره 30 ورهد

  

هاي مبتنی بر رسوب دهی و کروماتوگرافی تمایلی در بررسی و مقایسه روش

  تخلیص پروتئین نوترکیب استرپتوکیناز

 5داریوش نوروزیان، 4، فرزین روحوند3، رضا آهنگري کهن2ملیحه کرامتی، 1مسعود سیدین خراسانی

     
 ، تهران، ایراندانشجوي دکتري تخصصی بیوتکنولوژي دارویی، انستیتو پاستور ایران، بخش نانوبیوتکنولوژي 1
  ، تهران، ایراندکتري تخصصی بیوتکنولوژي دارویی، انستیتو پاستور ایران، بخش نانوبیوتکنولوژياستادیار،  2
  ، تهران، ایرانویی، انستیتو پاستور ایران، بخش نانوبیوتکنولوژيدکتري تخصصی بیوتکنولوژي داردانشیار،  3
  ، تهران، ایراندکتري تخصصی بیوتکنولوژي پزشکی، انستیتو پاستور ایران، بخش ویروس شناسی دانشیار، 4
  ن، تهران، ایرابخش نانوبیوتکنولوژيدکتري تخصصی بیوشیمی، انستیتو پاستور ایران،  استاد، 5

   کیدهچ

هاي تخلیص تخلیص پروتئین با بازده و خلوص بالا چالشی جدي در تهیه پروتئین هاي نوترکیب دارویی است. از بین استراتژي :سابقه و هدف

لیص هاي تخبر هستند. روشبسیار پرکاربرد و در عین حال هزینه Ni-NTAهاي تخلیص بر پایه کروماتوگرافی تمایلی مانند روش ،پروتئین هدف

 ،هاي جایگزین در حال توسعه هستند. در این تحقیق)، به عنوان روشELPمستقل از ستون، مانند استفاده از پروتئین هاي شبیه به الاستین (

 . ) در تخلیص پروتئین استرپتوکیناز مورد ارزیابی قرار گرفتELP/Ni-NTAو ترکیب آنها ( ELPکارایی استفاده از رزین نیکل، 

ترانسفرم شد. پروتئین آن بیان و   E.coli-Rosettaکلون و به سلول pET21تکثیر، در پلازمید PCRن استرپتوکیناز توسط ژ :روش بررسی

مورد ارزیابی قرار گرفت. بازده خالص سازي در  SDS-PAGEتخلیص شد سپس ماهیت و خلوص پروتئین به ترتیب توسط وسترن بلات و 

   .دشورد محاسبه هریک از روش هاي تخلیص با میکروبرادف

و µg/ml 16±76به مقدار  ELPو  µg/ml 14±108 به مقدار Ni-NTAستون  با استفاده از ELP-SK-Hisبازده خالص سازي  ها:یافته

ELP/Ni-NTA  به مقدارµg/ml 11±88 رنگ آمیزي و وسترن بلات نشان داد که کیفیت خلوص پروتئین خالص شده با  محاسبه شد. نتایج

ELP/Ni-NTA  بیشر از روشELP  وNi-NTA به تنهایی بود.  

تواند باعث افزایش خلوص و بازده محصول نهایی در هاي خالص سازي در یک مرحله میکه ادغام روشداد مطالعه حاضر نشان  :گیرينتیجه

  .هاي نوترکیب دارویی شودتولید پروتئین

 .ین، استرپتوکیناز، تخلیص مستقل از ستونپلی پپتیدهاي شبیه الاستین، تخلیص پروتئ:  واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

جداسازي و تخلیص پروتئین یک فرآینـد اساسـی و مـورد نیـاز     

     بـــراي بســـیاري از مطالعـــات بیولـــوژیکی اســـت. جداســـازي 

هاي مطلوب با بیشترین مقدار ممکـن، بـالاترین میـزان    پروتئین

                                                
ملیحه کرامتی، ي، وتکنولوژیبخش نانوب ،رانیا توپاستوریانست، پاستور ابانیخ: تهران، آدرس نویسنده مسئول

 )  email: keramatim@pasteur.ac.ir & dnsa@pasteur.ac.ir( ریوش نوروزیاندا

ORCID ID: 0000-0002-7196-8751 & 0000-0002-9597-3555  

  10/6/98: تاریخ دریافت مقاله

  7/11/98: تاریخ پذیرش مقاله

مطالعـات  خلوص و بیشترین فعالیت بیولوژیکی براي بسـیاري از  

. در صـنعت نیـز   اسـت بیولوژیکی و کاربردهاي درمـانی ضـروري   

بیشترین هزینه تولیـد یـک محصـول بـه جداسـازي و تخلـیص       

درصـد   90تا  45به گونه اي که بین  ،یابدپروتئین اختصاص می

. )1( دهدهزینه فرآیندهاي پایین دستی را به خود اختصاص می

هـاي متنــوعی بــراي  هــا و اســتراتژيبـه همــین منظـور از روش  

هـاي غیراختصاصـی و   تخلیص پروتئین هـدف از سـایر پـروتئین   

هاي میزبـان بـه کـار گرفتـه     هاي محیط کشت و سلولناخالصی
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شود تا با کمترین هزینه به بیشترین مقدار محصول نهایی بـا  می

. )1- 4(یافـت   بالاترین میزان خلوص و فعالیت بیولوژیکی دسـت 

تـوان بـه   هاي تخلـیص پـروتئین رایـج مـی    حاضر از روشدر حال 

هاي رسوبی بـر پایـه اسـتفاده از غلظـت     هایی همچون روشروش

هاي بر پایه کروماتوگرافی شـامل کرومـاتوگرافی   هاي نمکی، روش

ــدازه  ــالگري انــ ، )Size exclusion chromatography( غربــ

ــر اســــاس آب   گریــــزيکرومــــاتوگرافی فــــاز معکــــوس بــ

)Hydrophobicity(،  کروماتوگرافی تعـویض یـونی )Ion exchange 

chromatography(،  کرومـــــاتوگرافی تمـــــایلی )Affinity 

chromatography(  ــرد ــاره ک ــب روش)6 ،5 ،1- 3( اش ــاي . اغل ه

بـر  هایی زمـان تئین بر پایه کروماتوگرافی عموما روشتخلیص پرو

اند که نیاز به مراحل آماده سازي متعدد نمونـه قبـل از   و پرهزینه

. با این وجود کرومـاتوگرافی تمـایلی   )7, 6(فرآیند تخلیص دارند 

هـاي خـالص سـازي    به دلیل اختصاصیت در بسیاري از پروتکـل 

  تـر آن بـر پایـه اسـتفاده از     هـاي سـاده  شـود. سیسـتم  لحاظ می

-Hisتخلـیص پـروتئین بـر پایـه     ت. اس ـهاي داراي لیگاند دنباله

tag/Ni-NTA  روشــی ســریع، کارآمــد و پرکــاربردترین سیســتم

براي تخلیص پروتئین بر اساس برچسب/ کرومـاتوگرافی تمـایلی   

 .)8, 7(شود محسوب می

رغـم سـادگی و   علـی  His-tag/Ni-NTAتخلیص پروتئین بر پایه 

هـاي پروتئینـی   اخالصینهایی از قبیل وجود کارایی با محدودیت

هاي میزبـان بـا دنبالـه    ینهاي ذاتی پروتئبه دلیل مشابهت توالی

هاي نوین و یـا  هیستیدینی نیز روبرو است. بنابراین توسعه روش

هایی جهت کارامـدي مـوثرتر روش سـاده و قابـل     ترکیبی روش

  .)8(رسد ضروري به نظر می His-tag/Ni-NTAدسترسی مانند 

بیوپلیمرهاي مصنوعی  (ELPs) پلی پپتیدهاي شبیه به الاستین 

اي کـه دارنـد داراي   سنتتیک هستند که به واسطه ساختار ویـژه 

هـاي مهندسـی بافـت،    کاربردهاي بیولوژیکی متفاوتی در زمینـه 

ترین درمان سرطان، دارورسانی و تخلیص پروتئین هستند. اصلی

ب برگشـت پـذیر در   توانایی آنهـا در تشـکیل رسـو    ELPویژگی 

از  ELPبه این صورت که بـا تغییـر دمـا     ،شرایط تغییر دما است

ساختار مارپیچ هـاي محلـول در آب بـه رسـوب هـاي نـامحلول       

. از همین ویژگـی تشـکیل رسـوب    )9, 5(دهد تغییر وضعیت می

پذیر به عنـوان روشـی جهـت تخلـیص پـروتئین هـدف       برگشت

استفاده شده است. بدین ترتیب که با اتصال پـروتئین هـدف بـه    

ELP  و ســپس تغییــر دمــا و رســوب آن در شــرایطی کــه ســایر

هاي موجود به صورت محلول هستند، پروتئین هدف بـا  پروتئین

  ELPشـود. سـاختار پلیمرهـاي   یسانتریفیوژ کردن جداسازي م ـ

رایج داراي یک ساختار تکرار شونده پنج اسید آمینه هستند کـه  

ــوي   ــاً از الگ ــاي آن عموم   n(Val-Pro-Gly-Xaa-Gly)مونومره

اي پـنج اسـید   تعداد تکرار ه ـ nپیروي می کنند. در این ساختار 

اي توانـد هـر اسـیدآمینه   می Xaaکند و آمینه اي را مشخص می

   ELPغیر از اسـید آمینـه پـرولین کـه مـانع از رسـوب        به ،باشد

گلیسین به دلیل نداشتن یـک زنجیـره    شود. در این ساختار می

پذیر باشد و پـرولین  شود بیوپلیمر انعطافجانبی بزرگ باعث می

شـود.  مـی  ELPمانع از تشکیل پیوند هیدروژنی پایدار در ساختار

 اوت نیـز توسـعه   بـا سـاختارهاي متف ـ   ELPسایر انـواع پلیمـري   

) و یـا در  IPGVGاند که در توالی تکرار شونده خود ماننـد ( یافته

و  LGAGGAGتعــداد تــوالی تکــرار شــونده خــود ماننــد (     

LGAGGAGVL متفاوت هستند. به دمایی که (ELP   از حالـت

شـود  دماي گذار گفتـه مـی   ،آیدمحلول به حالت نامحلول در می

)Tt(، تر از دماي گذار اي که در دماي بالابه گونهELP   به حالـت

بـه صـورت    ELPتـر از دمـاي گـذار    نامحلول و در دمـاي پـایین  

محلول است. همچنین این دما به واسطه ماهیت پروتئین متصل 

و آب گریزي و باردار یا بدون بار بودن اسید آمینـه   ELPشده به 

  .)10- 13( متغیر خواهد بود Xaaجایگاه 

ــروتئین (  ــر پ ــق حاض ــاکتري SK ( Streptokinaseدر تحقی از ب

Streptococcus equisimilis  که داراي خواص ضد انعقادي اسـت

، بـه عنـوان یـک مـدل     )14(و یک داروي ترومبولیتیـک اسـت   

Xaa-Gly-Pro-(Val-بـا سـاختار    ELPدارویی جهت تخیلص با 

150Gly)     کلون و بیان شـده و بـا اسـتفاده از دو روشELP ،-Ni

NTA ها با یکدیگر جداسـازي شـد و کـارایی    و ترکیب این روش

ها در مقدار پروتئین تخلیص شده و کیفیت هر کدام از این روش

      .ارزیابی قرار گرفتخلوص محصول نهایی مورد 

  

  مواد و روشها

 هاي ژنی ساخت سازه

 Streptococcusژنومیـک بـاکتري    DNAاز  SKقطعه ژنـی  

equisimilis ATTC 9542     بــا اســتفاده از پرایمرهــاي

هـاي  تکثیر شد و پس از برش با آنـزیم  )1جدول اختصاصی (

XhoI  وEcoRI ون پلاسمید درpET21a-ELP  اهدایی دکتر)

David Wood،Department of Chemical and 

Biomolecular Engineering, The Ohio State 

University, Columbus, Ohioطور که در  ) کلون شد. همان

 Nدر جایگـاه انتهـاي    SKژن  ،نشان داده شده است 1شکل 

)N Terminal ( بـــــهELP و در جایگـــــاه انتهـــــاي C                 

)C Terminal (  بـهHis-Tag   و بـین   متصـل شـدELP  وSK 

قـرار   FactorXaجایگاه بـرش آنزیمـی بـراي آنـزیم پروتئـاز      

و هضــم  PCRبــا  pET21a-ELP-SK-Hisگرفــت. پلاســمید 
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 .)2شـکل  تایید شد ( XhoIو  NdeIآنزیمی توسط آنزیم هاي 

 E.coli BL21سپس با استفاده از شوك حرارتی در بـاکتري  

Rosseta (DE3) (Invitrogen™)      ترانسـفورم شـد. انتخـاب

هاي مطلوب با استفاده از پلیـت حـاوي محـیط کشـت     کلونی

2XYT       50و آنتی بیوتیک آمپـی سـیلین بـا غلظـت نهـایی 

µg/mL 5ابتـدا بـه    ،هاي رشد کـرده لونیانجام شد. سپس ک 

 2XYTمیلی لیتـر محـیط مـایع     500میلی لیتر و سپس به 

انتقال داده شد  µg/mL 50حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین 

بیـان   6/0و پس از انکوباسیون و رسیدن بـه دانسـیته نـوري    

القـاء شـد.    mM 8/0با غلظـت نهـایی    IPTGپروتئین توسط 

درجه  22ساعت در دماي  16دت هاي القاء شده به مباکتري

. نددور در دقیقه) نگهداري شد 120در انکوباتور( گراد سانتی

 15000 درجه در 4سپس با استفاده از سانتریفیوژ در دماي 

 دور در دقیقه باکتري هاي القاء شده رسوب گیري شدند.

بـا اسـتفاده از تغییـر     ELP-SK-Hisتخلیص پروتئین 

  وتغییر دما غلظت نمک

 PBS )phosphateباکتریایی رسوب داده شـده در بـافر    توده

buffered saline  حـــل و ســـپس شکســـت ســـلولی بـــا (

 Amplitude 60, 15 sec( دقیقـه  15سونیکاسیون بـه مـدت   

on, 30sec offسپس محلول لیز سـلولی   .) روي یخ انجام شد

 20بـه مـدت   گـراد  سـانتی درجـه   4دست آمده در دماي ه ب

در دقیقه سانتریفیوژ شد. مـایع رویـی   دور  15000دقیقه در 

 30دقیقــه در حمــام آب  10حاصــل جداســازي و بــه مــدت 

تا  M5با غلظت  NaClدرجه همزده شد. سپس محلول نمک 

زمان نمایان شدن رسوبات ابري شـکل نـامحلول بـه صـورت     

اي به آن اضافه شد. رسوبات نامحلول به دست آمده  بـا  قطره

      درجـــه 30دمـــاي  دقیقـــه،دور در  15000ســـانتریفیوژ  (

ــانتی ــرادس ــه 10 ،گ ــاي دقیق   درجــه  4) جداســازي و در دم

حل شد. به منظـور افـزایش میـزان     PBSدر بافر گراد سانتی

خلوص مراحل تخلیص ذکر شده تا سه بار تکرار شـد سـپس   

و  SDS-PAGEپروتئین تخلیص شـده نهـایی بـا اسـتفاده از     

میـت مـورد ارزیـابی    میکروبرادفورد جهت تعیین کیفیـت و ک 

  قرار گرفت.

   Ni-NTAتخلیص پروتئین با استفاده از ستون 

ــتفاده از       ــا اس ــاکتري ب ــلولی ب ــواره س ــب دی ــس از تخری پ

) لیزت Amplitude 60, 15 sec on, 30sec offسونیکاسیون (

 .)15000g, 10minدسـت آمـده سـانتریفیوژ شـد (    ه سلولی ب

-Niي سپس محلول رویـی از روي سـتون حـاوي رزیـن هـا     

NTA     عبور داده شد. پس از عبور محلول لیـزت سـلولی سـه

 mMحـاوي   PBSبـافر   ml5مرحله شستشـو بـا اسـتفاده از    

Imidazole20     انجام شد. در نهایت بـا اسـتفاده از بـافرPBS 

هـاي متصـل بـه سـتون     پروتئین 800mM Imidazoleحاوي 

-SDSنهایـت بـا اسـتفاده از    در جداسازي و تخلـیص شـد و   

PAGE  میکرو برادفورد مورد ارزیابی قرار گرفت.و  

 Ni-NTA/ELPتخلیص پروتئین با استفاده از 

بـا اسـتفاده از سـتون حـاوي      ELP-SK-Hisپس از تخلـیص  

انجـام شـد. محصـول     His-Tagواسطه ه که ب Ni-NTAرزین 

متصـل بـه آن بـا اسـتفاده از      ELPتخلیص شده بـه واسـطه   

خـالص سـازي   بـاره  دودهی با تغییر غلظت نمک و دما رسوب

  شد. 

SDS-PAGE و وسترن بلات  

به منظور ارزیابی کیفیت تخلیص در هر سه روش، الکتروفورز 

از  µL10ژل اکریلامید انجام شد. به ایـن ترتیـب کـه مقـدار     

ــه ــاوي     نمون ــگ ح ــافر لودین ــا ب ــده ب ــیص ش ــاي تخل -2ه

mercaptoethanol  مخلـــوط و پـــس از جوشـــاندن و در ژل

SDS-PAGE  10 % ذاري شد و در ادامـه رنـگ آمیـزي    بارگ

)انجام شد. تعیـین هویـت پـروتئین هـاي     G250کماسی بلو (

تخلیص شده با وسترن بلات و استفاده از آنتی بادي کونژوگه 

)HRP-Conjugated anti-His-tag monoclonal antibody  (

ــه   diaminobenzidine-3,3و سوبســـتراي  His-Tagعلیـ

(DAB)  .انجام شد  

 پـروتئین بـا تسـت میکـرو برادفـورد     غلظت سنجی 

)Micro-Bradford assay( 

هـاي اسـتاندارد و بـا اسـتفاده از     تست برادفـورد طبـق پروتکـل   

بـه عنـوان    BSA (bovine serum albumin)آلبومین سرم گاوي 

     .)15(انجام شد  )µg/ml60 -5/0(هاي استاندارد با غلظت

  

  هایافته

با  pET21a-ELPکلون شده در  SKنتایج تایید ژن 

 PCRهضم آنزیمی و 

است پلاسمید  نشان داده شده 2شکل طور که در  همان

pET21a-ELP-SK-His  کلون شده با استفاده ازPCR  و

را  SKتکثیر ژن  1261bpهضم آنزیمی تایید شد.  باند 

را نشان می  1با پرایمر هاي اختصاصی جدول  PCRتوسط 

نشان داده شده است اندازه  2شکل دهد. مطابق آنچه در 

-pET21aرش خورده شده حاصل از هضم آنزیمی قطعات ب

ELP-SK-His   با آنزیم هايXhoI  وNdeI  کلونینگ ژن

SK .را تایید کرد  
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با استفاده از  ELP-SK-Hisنتایج تخلیص پروتئین 

  وتغییر دما تغییر غلظت نمک

با استفاده از نشان دهنده نتایج سه مرحله تخلیص  3شکل 

بیانگر کاهش مقدار  NaClتغییر دما و تغییر غلظت نمک 

باندهاي پروتئینی غیر اختصاصی با افزایش مراحل تخلیص 

  است. 

نشان داده شده است پروتئین  4شکل طور که در  همان

ELP-SK-His  و افزایش گراد سانتیدرجه  30در دماي

درجه  4به صورت نامحلول و در دماي  NaClغلظت نمک 

به صورت محلول  NaClو کاهش غلظت نمک گراد سانتی

  .مشاهده می شود

و  Ni-NTAنتایج تخلیص پروتئین با استفاده از ستون 

Ni-NTA/ELP:  

ELP-SK-His  با استفاده از ستون حاويNi-NTA  تخلیص

بیشتر  مراحل خالص سازي ELPشد سپس با استفاده از 

تخلیص پروتئین SDS-PAGE روي آن انجام شد که نتایج 

ELP-SK-His  با استفاده از ستون حاوي رزینNi-NTA  و

ELP /Ni-NTA  5شکل (در ترکیب با یکدیگر نمایش) در 

بیانگر  kDa 95~داده شده است. باند پروتئینی معادل 

  خالص سازي شده است.  ELP-SK-His  پروتئین

توسط وسترن بلات نشان داده شد  95kDa~باند پروتئینی 

تخلیص شده با هر  ELP-SK-Hisکه بیانگر صحت پروتئین 

است. مقدار پروتئین تخلیص  ELPو  Ni-NTAدو روش 

با استفاده  ELPو  Ni-NTAشده با استفاده از هر دو روش 

 SKتوالی پرایمر هاي تکثیر  .1جدول 

  نام پرایمر توالی پرایمر

ATATCTCGAGTTTGTCGTTAGGGTTATCAG  R-SK-XhoI  

ATAGAATTCATTGCTGGACCTGAGTG  F-SK-EcoRI  

  

 Ni-NTAو رزین  ELPمیزان پروتئین استخراج شده با استفاده از . 2جدول 

 روش تخلیص تخلیص اول تخلیص دوم تخلیص سوم

µg/ml 13±69  µg/ml 11±71  µg/ml 16±76  ELP-based 

- -  µg/ml 14±108  Ni-NTA resin  

-  - µg/ml 11±88 Ni-NTA/ELP 

  

 
 SPژنومی باکتري  DNAبا استفاده از پرایمر هاي اختصاصی از  SK) تکثیر ژن pET21a-ELP )Aدر وکتور  SKمراحل کلونینگ ژن . 1شکل 

)B برش قطعه تکثیر شده و کلون آن در وکتور (pET21a-ELP  
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 !Errorج آن در از میکرو برادفورد سنجیده شد و نتای

Reference source not found. نشان داده شده است .  

 
) Aو هضم آنزیمی ( PCRبا  SKنتایج تایید کلونینگ ژن  .2شکل 

با   pET21a-ELP-SK-Hisپلاسمید PCRژل آگارز مربوط به 

 سمید) نتیجه هضم آنزیمی پلاB( 1پرایمرهاي اختصاصی جدول

pET21a-ELP-SK-His  با آنزیم هايNdeI  وXhoI  

 
با استفاده از نمک و دماي  ELP-SK-Hisتخلیص پروتئین  .3شکل 

) حاصل تخلیص نهایی پس از سه بار تکرار مراحل 1درجه؛ ( 30

) حاصل تخلیص نهایی پس از دو بار تکرار مراحل 2تخلیص، (

یص نهایی پس از یک بار تکرار مراحل ) حاصل تخل3تخلیص، (

) محتوي 5) محتوي پروتئین سلولی پس از القاء بیان، (4تخلیص، (

) محتوي پروتئین باکتري 6پروتئین سلولی قبل از القاء بیان، (

E.coli BL21 Rosseta  فاقد پلاسمید 

 
جه و نمک در 30با استفاده از دما  ELP-SK-Hisتخلیص . 4شکل 

NaCl )A فاز محلول (ELP-SK-His  درجه و غلظت کم  4در دماي

(رسوب تیره رنگ) در دماي  ELP-SK-His) فاز نامحلول Bنمک (

  .NaClدرجه و غلظت بالاي نمک  30

  

 

 
-Niبا استفاده از ستون  ELP-SK-Hisتخلیص پروتئین . 5شکل 

NTA  و ترکیبیNi-NTA/ELP )1 محتوي پروتئین باکتري (E.coli 

BL21 Rosseta  ) محتوي پروتئین باکتري قبل از 2فاقد پلاسمید (

) حاصل 4) محتوي پروتئین باکتري پس از القاء بیان (3القاء بیان (

-Niتخلیص محتوي پروتئین باکتري توسط ستون حاوي رزین 

NTA )5 حاصل تخلیص در روش ترکیبی (ELP /Ni-NTA 
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 ELP-SK-Hisنتایج وسترن بلات محصول نهایی تخلیص . 6شکل 

محتوي پروتئینی   )ELP) ،1و  Ni-NTAتوسط ستون 

) محصول تخلیص 2فاقد پلاسمید، (  E.coli BL21 Rossetaباکتري

ELP-SK-His  توسط ستونNi-NTA) ،3 محصول تخلیص (ELP-

SK-His  توسطNi-NTA  وELP) ،4 تخلیص ) محصولELP-SK-

His  توسطELP و رسوب دهی 

  

  بحث

-pET21aبا موفقیت در پلاسمید  SKابتدا ژن  ،در این تحقیق

ELP ) سپس دو روش تخلیص پروتئین  ،)2شکل کلون شد

به صورت جداگانه و در ترکیب با هم مورد   SKبراي تخلیص

-Niیکی برپایه ستون هاي تمایلی (ارزیابی قرار گرفت که 

NTA) و دیگري مستقل از ستون انجام شد (ELP-based در .(

-95kDa   (ELP-SK~پروتئین (مطالعه حاضر، هردو روش 

His ) با میزان بازدهی بالاError! Reference source not 

found.) جداسازي شد. مقدار 5شکل ) و خلوص مناسب (

به  Ni-NTAمحصول نهایی به دست آمده با استفاده از روش 

دست آمد در حالیکه بیشترین خلوص با استفاده از ترکیب 

 ). 6شکل حاصل شد ( ELPو  Ni-NTAروش هاي 

با تکرار  ،نشان داده شده است 3شکل طور که در  همان

تغییر غلظت نمک و   مراحل تخلیص با استفاده از تغییر دما،

به دنبال آن رسوب دهی به تدریج از میزان باندهاي پروتئین 

-ELPغیر اختصاصی کاسته شده و میزان خلوص پروتئین 

SK-His ودي تواند تا حدشود. هرچند این فرآیند میبیشتر می

تر اما نسبت به کروماتوگرافی تمایلی بسیار ارزان ،بر باشدزمان

. علاوه بر )16(بوده و به تجهیزات و مواد کمتري نیاز دارد 

ه میزان خلوص یابی بتکرار مراحل تخلیص به منظور دست

 در ترکیب با سایر  ELPتوان از ، میبالاتر پروتئین هدف

. )17, 16, 9( هاي تخلیص پروتئین نیز استفاده کردروش

Wood ده از هدف با استفا پروتئین تخلیص پ شو همکاران

ELP و اینتئین )Intein( هاي را با استفاده از استراتژي

دهد گوناگونی مورد ارزیابی قرار دادند و نتایج آنها نیز نشان می

و اینتئین منجر به  ELPکه ترکیب تخلیص با استفاده از 

و  Woodد. وشمیتخلیص پروتئین هدف با خلوص و مقدار بالا 

شامل دو   Dual ELP Split Inteinروشی با عنوان  شهمکاران

  ELPجز جدا از هم اینتئین که هر یک متصل به ساختار 

 را جهت افزایش میزان خلوص مورد استفاده قرار دادنداست 

. در تحقیقی دیگر با متصل کردن یک اینتئین )9, 5(

Continues  بهELP اي براي تخلیص روشی تک مرحله

پروتئین با خلوص بالا بدون برچسب تمایلی معرفی شده است 

، ها بررسی میزان غلظت نمکدر ادامه بهبود این روش .)12(

 ELPو شرایط بیان پروتئین نیز نشان داد که استفاده از دما 

تواند بسیار به صرفه در یک سیستم تخلیص پروتئین می

و  Heejae Kim در تحقیقی دیگر .)18, 17(اقتصادي باشد 

 GFPجهت تخلیص  SH3در ترکیب با تگ  ELPاز  شهمکاران

 GFPاستفاده کردند که نتایج آنها نشان دهنده خلوص بالاي 

و  Carolyn E.mills. اخیراً نیز )19( خالص شده است

با استفاده از  ELPر اساس روشی تک مرحله ب شهمکاران

اتانول و تغییر غلظت نمک  را به منظور تخلیص پروتئین   

sfGFP  بردند. اهمیت روش این است که بسیار انتخابی  کاره ب

و پروتئین  ELPاست و بیشترین تاثیر را روي رسوب دهی 

در نتیجه موجب افزایش میزان خلوص  ،متصل به آن دارد

است که این گی دیگر این روش ویژ .شودپروتئین هدف می

نسبت به روش استفاده شده در تحقیق حاضر، کنترل بیشتر 

 Akshat  .)20(شود کل فرایند رسوب دهی میسر می

Mullerpatan با متصل کردن پپتید به  شو همکارانELP 

تواند به شکلی انتخابی اند که میروشی را معرفی کرده

شناسایی  ELPپروتئین هدف را به واسطه پپتید متصل به 

پروتئین  ELPکند و سپس به دلیل رسوب پذیري انتخابی 

شود. در این سازي میهاي غیراختصاصی جداهدف از پروتئین

هاي محلول روش بدون نیاز به پروتئاز و با تغییر غلظت یون

جداسازي شده و  ELP-peptideپروتئین هدف از مجموعه 

امکان استفاده مجدد از اجزاي تخلیص وجود دارد که  باعث  

شود. کاهش چشمگیر هزینه تمام شده روش تخلیص می

 97روش تا بیش از  دست آمده در اینه میزان درصد خلوص ب

به تنهایی و  ELPگزارش شده است که بسیار بیشتر از روش  %

  .)21(است  Ni-NTAیا استفاده از رزین 
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شان داد که باندهاي پروتئینی نتایج وسترن بلات ن

صی بیشتري در محصول نهایی تخلیص شده توسط اختصاغیر

Ni-NTA  در مقایسه با روشELP ) علاوه 6شکل وجود دارد .(

نیز  Ni-NTAتخلیص به واسطه  SDS-PAGEنتایج  ،بر این

    ) که دلیل آن 5شکل تایید کننده خلوص بیشتر است (

تواند این باشد که در روش تخلیص پروتئین با استفاده از می

     هاي درون سلولی میزبان نیز پروتئین Ni-NTAستون 

هاي  حاوي اسید آمینه هیستیدین توانند به دلیل توالیمی

. از این رو به نظر )22( متصل شوند Ni-NTAذاتی به ستون 

در مقایسه با  ELPرسد که تخلیص پروتئین به واسطه می

هرچند  ،شتري باشدداراي خلوص بی Ni-NTAروش به ستون 

-Niکه مقدار پروتئین تخلیص شده توسط این روش از روش 

NTA ) کمتر استError! Reference source not found. .(

نیز به مقایسه تخلیص به واسطه  شو همکاران Akhaniدکتر 

ELP  وHis-Tag  پرداختند که نتایج آنها میزان خلوص

شده بیشتري در مقایسه با روش  آمیلاز تخلیص-پروتئین آلفا

Ni-NTA  هرچند آنها مقدار پروتئین تخلیص  ،نشان دادرا

تخلیص  Ni-NTAدر مقایسه با  ELP شده بیشتري توسط

کردند. نتایج وسترن بلات همچنین نشان داد که با ترکیب 

توان از تخلیص همزمان می Ni-NTAبا  ELPروش تخلیص 

رایند تخلیص با ستون  هاي غیراختصاصی که در فپروتئین

Ni-NTA  همراه با پروتئینHis-Tag شود دار جداسازي می

 Trabbic�Carlson). در تحقیقی که 6شکل جلو گیري کرد (

و  ELPچندین پروتئین با استفاده از  ،انجام دادند شو همکاران

Ni-NTA تخلیص پروتئین را  تخلیص و کارایی هر دو روش در

مشابه گزارش کردند. هر چند در مطالعه مذکور ترکیب دو 

  .)23(مورد ارزیابی قرار نگرفته است   Ni-NTAو  ELPروش 

در سازه ژنی  ،نشان داده شده است 1شکل طور که در  همان

ELP-SK-His  بینELP  وSK  جایگاه برش آنزیم پروتئاز

Factor Xaa عدي تواند در مراحل بقرار داده شده است که می

مورد استفاده قرار گیرد.  SKاز  ELPبه منظور جداسازي 

هرچند استفاده از پروتئاز منجر به افزایش مراحل تخلیص، 

تحمیل هزینه هاي اضافی و ایجاد تغییر در محصول نهایی 

پپتیدهاي که جهت حل این مسئله اخیرا پلی )24( دشومی

با خاصیت خود برشی به عنوان جایگزین مناسبی اینتئین 

ها با اتصال دو بازوي اند. اینتئینبراي پروتئازها معرفی شده

و اتصال قطعات پلی پپتیدي از ساختار   Nو انتهاي  Cانتهاي 

شود . پیشنهاد می)24- 27, 4(شوند پروتئینی اصلی خارج می

هاي تمایلی بدون نیاز به هاي جداسازي برچسباز تکنیککه 

  پروتئازها به مانند روش هاي مبتنی بر اینتئین استفاده کرد.

در  SKدر تخلیص پروتئین  ELPو  Ni-NTAمقایسه دو روش 

این تحقیق نشان داد که بیشترین مقدار پروتئین تخلیص شده 

که  الیدر ح ،دآیمیبه دست  Ni-NTAبا استفاده از روش 

از  Ni-NTAو  ELPخلوص پروتئین تخلیص شده به واسطه 

-. این نشان میاستها به تنهایی، بیشتر هر کدام از این روش

با یکدیگر در  Ni-NTAو  ELPهاي دهد که ترکیب روش

تر از استفاده هاي با خلوص بالاتر موثریابی به پروتئیندست

   .ها به تنهایی استاین روش

  

  تقدیر و تشکر

از این مالی بدین وسیله از انستیتوپاستور ایران جهت حمایت 

   .دشوتحقیق تشکر و قدردانی می
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