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  8351سوم مهر  ی /هفته935 ی /شمارهمو هفت  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 21/7/2931تاریخ چاپ:  1/7/2931تاریخ پذیرش:  21/6/2931تاریخ دریافت: 

  
 Escherichia coliی انیبی ها ستمیس دری انسان بینوترک 1 نینترلوکیا ی گیرنده ستیآنتاگون انیب و نگیکلون

 Rosetta( DE3و ) Bl21( ،DE3 )Origami( DE3شامل )

 
 3قتیحق ستاره ،2ینیحس نیالد نظام دیس ،1یفردگل هیهان

 
 

‌چکیده

 یبا نام تجار ،ییدارو نیپروتئ نیاست. ا (دالتونلویک 19/26ی وزن مولکول)با  یدینواسیآم 219 ینی(، پروتئIL-1RA) 2 نینترلوکیا ی گیرنده ستیآنتاگون مقدمه:

در  2 نینترلوکیای  گیرنده ستیآنتاگون بینوترک نیپروتئ انیب یمنظور بررس  به ،مطالعه نیدارد. ا دیروماتوئ تیدر درمان آرتر یو کاربرد مؤثر است شده  شناخته نرایآناک
 .شد انجامEscherichia coli (E. coli )ی باکتری ها هیسو

 با دو دیپلاسم نیا ،قرار گرفت. سپس نگ،یبه عنوان وکتور کلون pUC18 دیو در پلاسم شد انجام GenScriptا استفاده از ب IL-1 RAژن  یساز نهیبه ها: روش

به  یانیکاست ب ی وارد شد. سازه یانیب ربه داخل وکتو IL-1RAشد. ژن  صیژل تخل یاز رو IL-1RAبرش خورد. ژن  BamHIو  NdeI ی کننده محدود میآنز
 .شد منتقل یو شوک حرارت (CaCl2کلرید کلسیم ) با روش E. coli Rosettaو  E. coli Origami، E. coli BL21ی ها یداخل باکتر

  ژن بخخا نیخخا ی( انجخخام شخخد. القخخاColony PCR) Colony polymerase chain reaction شخخده بخخا منتقخخل یهخخا یکلنخخ دییخخأو ت صیتشخخخ ههها: یافتههه

 Sodium و Western blottingی هخا   روش از اسختفاده  بخا  نیپخروتئ  انیانجام گرفت. ب Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG)به کار گیری 

dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGEتأ )ی هخا  سخوش ی انیخ ب زیآنخال  .دیخ گرد صیتخلخ  کخل ین نیرزی  لهیوس به و شد دیی 

E. coli شد برآورددالتون  لویک19/26 شده،  انیب نیپروتئ ی. وزن مولکولاست شده  انجام یانیکه ورود سازه به داخل وکتور ب کرد دییتأ شده ترانسفورم. 

 طور به ،E. coli گریدی ها هیسو به نسبت بالا ریمقاد با E. coli Origamiی باکتر در یانسان 2 نینترلوکیا ی رندهیگ ستیآنتاگون مطالعه، نیا در گیری: نتیجه

ی آور فن نیا و ردیگ قرار استفاده مورد یانسان بینوترک IL-1RA دیتول در مناسب زبانیم عنوان  به تواند یم E. coli Origamiی باکتر .شد دیتولی زیآم تیموفق
 .داردی ساز یبوم تیقابل

 Escherichia coli ،یبینوترک، 2 نینترلوکیا ی رندهیگ ستیآنتاگون واژگان کلیدی:

 
ی ها ستمیس دری انسان بینوترک 1 نینترلوکیا ی گیرنده ستیآنتاگون انیب و نگیکلون .قت ستارهیحق ن،یالد نظام دیس ینیحس ه،یهان یفردگل ارجاع:

 361-371(: 193) 97؛ 2931مجله دانشکده پزشکی اصفهان . Rosetta( DE3و ) Bl21( ،DE3 )Origami( DE3شامل ) Escherichia coliی انیب

 

 مقدمه

   یتتپپت یپلتت کیتت ،(IL-1RA) 1 نینترلتتو یا ی گیرنتت   ستت یآنتاگون

 باشت   بتاز   یمت  یلودالتتون   31/11 یبا وزن مولکتول  ی ینواسیآم 151

 بیت نوتر  IL-1RA زیبتا توتو   IL-1و  IL-1RA نیگردان ن تعادل ب

 ریت اخ یهتا  است   تد در ستال    یدرمان کردیرو کی( نرای)آنا  یخارج

روش  ب،یت ولات نوتر محص  ی  تول(1) قرار گرفتد اس  یمورد بررس

 یفتروش توتار   یبترا  ازیت متورد ن  نیمق ار پتروت   نیمأت یبرا یمناسب

محصتتولات   یتتتول یایتتمزا گتتری  از د(2) استت  یمحصتتولات درمتتان

از  نیبتد استتاراپ پتروت    نسب    یروش تول نیبودن ا منیا ب،ینوتر 

وجود  یا باش   شواه  قانع  نن   یافراد م عاتیاز ما یریگ نموند قیطر

و   یت روماتوئ  یت آرتر یهتا  نشاندم و یدر بهبود علا IL-1RAدارد  د 

توسط انواع ماتلت    ،IL-1RA  (1) دارد یاتینقش ح یمفصل بیآس

ها   یو آدیپوس الیتل یاپ یها سلول ،یمنیا یها ها از جملد سلول سلول

 1 نینترلتو  یای  گیرنت    س یآنتاگون بی  فرم نوتر (4) شود یترشح م

 مقاله پژوهشی
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 ،است   ایتن بیمتاری   ثر ؤمت   یروماتوئ  یدر درمان آرتر نرای بد نام آنا

 نت    یم فایدر آن ا ی ینقش  ل IL-1اس   د  یمنیخودا یماریب کی

 یتوتتار  یتتتول ب،یتتنوتر  DNA روش  بتد علتت  بتتازد  فتراوان   (5)

 یبتا تر  یهتا  روش در ستلول  نیت ها بد ا نیو پروت   هایاز پپت یاریبس

  (1) ردیپذ یصورت م

متورد استتفاد  قترار     انیت و ب نت  ی لون یمورد نظر  د برا یبا تر

 ستتم یباشت   س  یم Escherichia coli (E. coli)ی ها سوش رد،یگ یم

ژن، بتازد    انیب ی  نترل ساد نظیر یفراوان یایمزا یدارا ،E. coli یانیب

ستلول(،   یهتا  نی ل پروت  درص  55)تا  بینوتر  نیپروت   یتول یبالا

 باشت   یگوناگون و ساد  بودن  ش  مت  ن ی لون یدارا بودن و تورها

 ی دیستو  انتاتا   ی حاضتر،  پژوهشگران در مطالعتد  ی  ه ف اصل(7)

 ،مطالعتد  نیت ر اد  باش  یم IL-1RAی بالا  یتولی برا E. coli مناسب

 ی گیرنت    س یموتان  آنتاگون  یتول یبرا E. coli یانیب یها زبانیاز م

متتورد نظتتر  نیپتروت   صیو تالتت (3)ی انستان  بیتتنوتر  1 نینترلتو  یا

  استفاد  ش 

 

 ها روش

 از شتتر  ، IL-1RA بتتد همتترا  ژن   pUC18 نتت یو تتتور  لون

GeneScript ی انیتتشتت   و تتتور ب دیتتته کتتایامرpET28a ، تویانستتتاز 

 horseradish peroxidase سیهتت یآنتتت یبتتاد یآنتتت ،رانیتتپاستتتور ا

(HRP   از شتتر )Sigma  ،ی  محتت ود  ننتت    یهتتا میآنتتزامریکتتا

BamHI-HF، NdeI  میو آنتز T4 DNA  از شتر     گتاز یلBiolab 

و استتاراپ ژل از    یاستاراپ پلاستم   ی  ش ن   ی اریخرانگلستان 

  ش ن  دیته لمانآ اژنیشر    

استتفاد  از   یالگتو  یستاز  بد منظور همستان  و سنتز ژن: یطراح

انتاتا  شت  و    یانیت ب زبتان ینظتر و م  متورد  نیپروت  یتوال نی  ون ب

   ون توستط شتر     یساز ندیژن، به انیب شیافزا منظور بد، نیهمچن

GeneScript نت  ی لون  یژن بد داختل پلاستم   نیا ،انوام ش   سپس 

pUC18   توستط شتر    نیز سنتز ژن   سا   لون ش GeneScript 

 انوام ش  

  ی رنگگ  ین سگگآیموتهنگگآ تنتهنون یهنیگگب ی سگگه   نگگ یکلون

  نتت ی لونی  ستتاز  ،در ابتتت ا :یانسگگهن بیگگنوترک 1 نینترلگگوکیا

IL-1RA-pUC18  یبتتد داختتل بتتا تر  ،یپلاستتم ریتتبتتد منظتتور تک 

  ،انتقتتالشتت   پتتس از   منتقتتل E. coli DH5α مستتتع  نتت ی لون

 یحتتاوLuria-Bertani agar (LB agar ) طیمحتتهتتا در  یبتتا تر

Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG)، 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-Gal) نیلیست  یآمپ و 

ستاع    11 ش  و بتد مت ت   لیتر  میکروگرم/میلی 55یی با غلظ  نها

 ،  پس از آنش  داد قرار گراد  ی سانتی درجد 17با دمای  در انکوباتور

شت     منتقل یها یا ترب ،یآب - یسف یها ی لون یبا استفاد  از غربالگر

 155با لوپ برداشتد و در  ،داد  بودن  لیتشک رن   یسف ی د تک  لن

  شتتتت  داد  و بتتتتد متتتت ت  LB agar طیمحتتتت یستتتت یستتتت

 گتراد  ی ستانتی  درجتد  17 یدمتا  بتا انکوباتور  Shakerساع  در  12

  د ش ن گذاشت

  یت و بتا    گردیت   دیت ته یرسو  با تر وژ،یفیبا استفاد  از سانتر

  شت  استتاراپ   ،ش   ریتک   یپلاسم اژن،یشر      یسماستاراپ پلا

آگتارز بترد  و   درصت    1ژل  یمورد نظتر، بتر رو    یپلاسم  أییت یبرا

، Optical density (OD)ی ریتتگ الکتروفتتورز انوتتام شتت   بتتا انتت از 

 .بودنانوگرم/میکرولیتر  15، دس  آم  د ب یاستاراج  یپلاسمغلظ  

 منظور بد :هنیو وکتور ب pUC18 ن یوکتور کلون یمیتنز هضم

 بیت نوتر  1 نینترلتو  یا ی گیرنت    س یژن موتان  آنتاگون یج اساز

ی  محتت ود  ننتت   میدو آنتتز از ،pUC18 نتت یاز و تتتور  لون یانستتان

BamHI-HF و NdeI  استتاراپ ژن بترش    یبترا  ،سپس  ش  استفاد

با استتفاد    والکتروفورز انوام ش   درص  1ز گارآژل  یرو برخورد ، 

 یستاز  ژن متورد نظتر ختالص    اژن،یت استتاراپ ژل شتر        یاز  

  و تتور  نتانوگرم/میکرولیتر بتود   14 دس  آم  ،د    غلظ  ژن بیگرد

 ،ژن ونیگاست یل یبرش خورد تا برا میدو آنز نیبا ا زین  pET28aیانیب

بتا   یانیت و تتور ب میکروگرم  15 مق ار ،1:1نسب  مولار  با .آماد  باش 

 T4 DNA Ligase میاز آنتز  تریکرولیم 5ژن و میکروگرم  27/1 زانیم

 .مورد استفاد  قرار گرف  ون،یگاسیل یبرا

 1 نینترلگوک یای  نیرنگ    سگآ یموتهنآ تنتهنون ونیگهسیل  أییت

 یهتا  ی لتون  نالیزآو  ییشناسا :pET28a در وکتور یانسهن بینوترک

 Colony polymerase با استتفاد  از روش  یژن ی ساز  یم ب  حاو

chain reaction (Colony PCR) یمرهتتایانوتتام شتت   جفتت  پرا 

 بودن :صورت  نیب  pET28a مربوط بد و تور

 T7 promoter: 5TAATACGACTCACTATAGGG3, 

 T7 terminator: 5GCTAGTTATTGCTCAGCGG3 

آگتار    یت از پلمتتر   میلی 1 با قطر ح اقل ی ار ابت ا  لن نیا یبرا

  و یت ت کیت بتد   یبتا تر  ،  ستپس شت   داشتدبر لیبا خلال دن ان استر

 و داد انتقتال   لیمقطتر استتر   آ میکرولیتتر   55ی حتاو  یست  یست  5/5

 در Head block در لولتد ها پاش گردن    تا سلول ش  بیتر ، سپس

توزیتد  هتا   تا سلول ش  داد  قرار قدیدق 5 یبراگراد  ی سانتی درجد 99

 گردیت   وژیفیستانتر  g 12555 بتا دور  ،قدیدق 1بد م ت آن گا ، شون   

از میکرولیتتر   15، پسست برداشتتد شتود     شت  ،  شکستتد ی ها سلول تا

 ش   داد انتقال  یس یس 5/5 و یت کیسوپرناتان  بد 

 Deoxynucleoside triphosphate میکرولیتتر  PCR، 1 انوام یبرا

(dNTP) mix 15 میکرولیتتتر  1،متتولار میلتتیupstream primer ، 

   هتتتتر دو بتتتتا غلظتتتت  downstream primerمیکرولیتتتتتر  1
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بتد همترا   لریت      10x bufferمیکرولیتتر   5 تتر، یکرولیم/کومتول یپ 5

استتفاد    نو ل تاز  ازی عتار  آ میکرولیتتر   25/15 و (MgCl2منیزیم )

 محصتتول بتتد دستت  آمتت  ، Colony PCR پتتس از انوتتام گردیتت  

دو  نیت ا نیمترتبط بت   یژنت  ریت تک مربوط بتد  و بان   گردی الکتروفورز 

 ش   ییشناسا مریپرا

ی هنیگگبسیسگگتم  بگگد دا گگ   pET28aی هنیگگوکتگگور ب انتقگگه 

Escherichia coli  شگگگهم (DE3) Bl21، (DE3) Origami و 

(DE3) Rosetta 1 نینترلوکیا ی نیرن   سآیموتهنآ تنتهنون هنیو ب 

حامتتل ژن متتورد نظتتر بتتد داختتل  یانیتتو تتتور ب :یانسگگهن بیگگنوترک

 Rosettaو  E. coli BL21(DE3) ،Origamiی انیتتب یهتتا یبتتا تر

و بتد   شت  داد    LB Agar  شت   طیمح یبر رو ،پسش   س منتقل

 داد گراد قترار   یسانت ی درجد 17با دمای  ساع  در انکوباتور 1م ت 

 ط،یمحت  یشت   بتر رو   وادیا یها ی لن یاز رو یتک  لن آن گا ،  ش 

 کیت وتیب یآنتت  یحتاو  LB agar طیمحت  یست  یست  155 برداشتتد و در 

در  و داد  شت   لیتتر   میکروگرم/میلتی  25یی با غلظ  نها نیسی اناما

Shaker  پس از آن  دش  داد گراد قرار  یسانت ی درجد 17انکوباتور   

OD  متولار   میلی 1 از  ،یرس 4/5ساع  بد ع د  11آن پس ازIPTG ،

 بتار دیگتر،   وش  اضافد   ش  طیمح بد و استفاد  نیپروت  یالقا یبرا

 انیت تتا ب  شت   داد انکوبتاتور قترار    Shakerستاع  در   5-1بد م ت 

نکلتوژن  یبتد صتورت ا   نیپروت  انیبد طور  امل انوام گردد  ب نیپروت 

بتا   طی تل محت   ،انوتام شت   ستپس    یبا تر توپلاسمیدر داخل س یباد

  ش  وژیفیسانتردور در دقیقد  15555شتا  

 بتد حاصتل،  رسو    ردن سلول: توزیدو  یسلول با تر شکستن

 Dithiothreitol یس یس 455در  ،دس  آم   سپسد گرم ب 2/5مق ار 

(DTT ) شتتر   زریو بتتا استتتفاد  از دستتتگا  هموژنتتا گردیتت  حتتل 

SOAVI   125 مرتبد با فشار 4، رسو  حل ش  ( بتارBar)  د شکستت

بتد مت ت   دور در دقیقد  11555شتا    پس از شکستن، محلول با ش 

گردی  و بار دیگتر،   وژیفیسانترگراد  ی سانتی درجد 4 یدر دما قدیدق 5

، دست  آمت   ستپس   د بت  گترم  1/5مقت ار   و شت  رسو  حاصل وزن 

 ی  تتد حتتاو گردیتت  حتتل  Wash bufferرستتو  متتورد نظتتر در  

Triton x100، Trisaminomethane (Tris )55 متتتتولار یلتتتتیم ،

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA )5 متتولار و میلتتی 

Dithiothreitol (DTT )1 محصول بد دست   د  سپسوبمولار  میلی ،

 ،پتس از آن  وگردیت   اتتا  انکوبتد    یدر دمتا  قدیدق 45بد م ت  آم  

 وژیفیستانتر  قتد یدق 15بد م ت دور در دقیقد  15555شتا  محلول با 

 Water for injection (WFI)میکرولیتتر   155نهایی در   رسو  ش 

 حل ش  

بتا  القا ش    یها ژن در سوش انیب :بینوترک نیپروتئ هنیب نهلیزت

 یبررستت Western blottingو   SDS-PAGEروش دو استتتفاد  از 

انوام شت  و   درص  25  یآم لیآ ر یژل پل یرو بر SDS-PAGE ش  

 Western blottingشت ن     یزیت مآ رنت   ،ها بتا برموفنتول بلتو    نموند

 HRP سیه یآنت یباد یبا استفاد  از آنت Sigma دستورالعملمطابق با 

 .انوام ش 

شت   از   ی اریخر نیرز :ک ین نیر  روش بد نیپروتئ صیتخل

Genabioscience  وژیفیستانتر  با نیرز از ییرو مواد ابت ا وش   آماد 

  NaH2PO4ی )حتاو  Binding bufferستتون بتا بتافر     گردیت    جت ا 

  Imidazolو  متتتولار میلتتی  155 لریتتت   لستتیم   ،متتولار  میلتتی  55

 ی نمونتد  ،از آن پتس  ی شت   ستاز  متعتادل  (pH=  3بتا   مولار میلی 15

داد  شت    شستشتو  نیت رز ،نآو بعت  از   اتتد یر نیرز یبر رو یبا تر

(NaH2PO4 55 و  متتولار میلتتی 155متتولار،  لریتت   لستتیم    میلتتی

Imidazol 25 3بتا   متولار  میلی  =pH )بتافر  از استتفاد   بتا  ،ستپس  و 

Elution (NaH2PO4 55 و  مولار میلی 155مولار،  لری   لسیم  میلی

Imidazol 255 3با  مولار میلی  =pH ،) استتاراپ  تت   سیه نیپروت 

   مآ دس د ب ش  

لان ا از  Bradford،155بد روش  نیپروت   یتول یابیارز منظور بد

اضافد ش  و جذ  آن در طول  Bradfordمعرف  تریل یلیم 5 نموند بد

مقطتر بتد    لانت ا آ   155 زی نترل ن ینانومتر خوان   ش   برا 595موپ 

 ی دیت ته یاضافد ش   برا Bradfordمعرف  تریل یلیم 5طور ج اگاند بد 

 ی ستترم گتتاو نیماتلتت  آلبتتوم یهتتا از غلظتت  ،استتتان ارد یمنحنتت

(Bovine serum albumin  یاBSA  )نمونتد  یاستفاد  ش   برا  ی 

لانت ا   155همترا  بتا    Bradfordاز محلول  تریل یلیم 5 زین یشاه  منف

  ش  بیمقطر تر  آ 

 

 ها افتهی

، محصول متورد  E. coli DH5αبرای تأیی  تک یر پلاسمی  در با تری 

درص  آگارز، الکتروفورز گردی   نتایج الکتروفتورز   1نظر بر روی ژل 

 قابل مشاه   اس   1در شکل 

 

 
نردد،  طور کد مشهه   می . الکتروفور  استخراج پلاسمی . همهن1شک  

 pUC18شود کد نشهن ا  حضور  به  دی   می جفآ 0022بهن ی به و ن 

 .در دا   تن سهب کلون ش   اسآ IL1-RAبهش  و ژن  می
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بتتا دو آنتتزیم محتت ود  pUC18هضتتم آنزیمتتی بتتر روی پلاستتمی  

ی  انوام گرف  و ژن مورد نظر در ناحیتد  NdeIو  BamHI-HFی   نن  

درصت  مشتاه      1ی الکتروفورز با ژل آگتارز   بازی بد وسیلد جف  459

  ، این ژن ج اسازی ش  ، قابل مشاه   اس 2در شکل   گردی 

 

 
 

 و  NdeIههی  تنزیم به pUC18 پلاسمی  تنزیمی هضم. 0شک  

BamHI-HF درص . 1 تنهر  ژ  روی بر 
 برش ای رشتد دو حلقوی پلاسمی  ی نموند: 1 ، چاهکDNA نشانگر: M چاهک

 pUC18 ی ش   هضم پلاسمی  :2 چاهک ناورد ،

 

 چاهتتک موجتتود در ژل الکتروفتتورز، در چاهتتک دوم، ژن    1از 

IL-1RA   هضم ش   از پلاسمی   لونینpUC18 گردد مشاه   می  

، pET28aبد منظور تأیی  لیگاستیون ژن در داختل و تتور بیتانی     

Colony PCR ی آن بر روی ژل الکتروفتورز   انوام داد  ش   د نتیود

 نشان داد  ش   اس   1در شکل 

 

 

 
  Colony polymerase chain reaction. 3شک  

(Colony PCR توالی )IL-1RA  دا   وکتور بیهنیpET28a 
ی  و توالی بین دو ناحید IL-1RA: توالی 2، چاهک DNA Ladder: 1چاهک 

 باز جف  459پرایمر با وزن 

، pET28aپس از تأیی  لیگاسیون ژن مورد نظر در و تتور بیتانی   

نشتان   4طور  د در شکل  همان  بیان پروت ین نوتر یب صورت گرف 

 یلودالتون دیت   شت   تد نشتان     31/11داد  ش   اس ، بان ی با وزن 

 ی بیتتتان پتتتروت ین نوتر یتتتب استتت  و در سیستتتتم بیتتتانی  دهنتتت  

E. coli Origami       ی  نتیوتد   بیشتترین میتزان بیتان مشتاه   گردیت

Western blotting  آم   اس  5نیز در شکل  

 

 

 
-Sodium dodecyl sulfate. طرح الکتروفور ی ۴شک  

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE )

نوترکیب انسهنی القه ش   در  1ی اینترلوکین  موتهنآ تنتهنونیسآ نیرن  

E. coli BL21 
 ی پس از القا: 4و  1، 2های  چاهک ،( یلودالتون)ل ر  پروت ین: 1 چاهک

Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG،)  

 منفی : شاه 7و  1، 5های  چاهک

 

، پتس از  E. coli Origamiپروت ین بیان شت   در سیستتم بیتانی    

برد  ش  و پروت ین  SDS-PAGEتالیص با رزین نیکل، بر روی ژل 

ی آزمتایش تالتیص    ، نتیوتد 1شتکل    خالص شت   مشتاه   گردیت    

    ده  پروت ین نوتر یب با رزین نیکل را نشان می

 

 
   IL-1RAی تولی  پروت ین  تأیی  نن   Western blottingی    نتیود5شکل 

  ،E. coli Bl21 :2، چاهک Sigmaبان  نشانگر پروت ین شر   : 1چاهک 

، (میکرولیتر 15مق ار ) E. coli Origami: 4 چاهک ،E. coli Rosetta: 1 چاهک

-Isopropyl β- d-1با تری منتقل ش   ب ون القای  :5چاهک 

thiogalactopyranoside (IPTG) 
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 Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gelی  نتیجد .6شک  

electrophoresis (SDS-PAGE ) تولی  پروتئین  ی کنن   تأیی 

IL-1RA  بع  ا  تخلیص به ر ین نیک 

 : پروت ین تالیص ش   از سوش 1و  2های  چاهک ،Ladderپروت ین : 1چاهک 

E. coli Origami،  ش   از سوش  تالیصپروت ین  :4چاهکE. coli Rosetta، 

 شاه  :1و چاهک  E. coli Bl21ش   از سوش  تالیصپروت ین  :5چاهک 

 
 گیتری  انت از   انتاتابی،  سوش سد در بیانی پروت ین سپس، غلظ 

  ،E. coli BL21 هتتای بتتا تری در شتت   بیتتان پتتروت ین مقتت ار  شتت 

E. coli Origami و E. coli Rosetta و 52/1 ،15/5 ترتیتتب، بتتد  

  بود لیتر گرم/میلی میلی 55/5

 

 بحث

 جیت را ی دیستد ستو   ی سدی د با مقاهای مطالعد حا ی از آن اس   یافتد

از  ،بیت نوتر  IL-1RA از یمقت ار قابتل تتوجه    ن،یپتروت   انیجه  ب

دست   د بد صورت خالص ش   بت  E. coli Origami (DE3) یبا تر

 نیت ا یستاز  یو بتوم   یت تولفراینت   مطالعد، جهت    نیآم   اس   در ا

و بتا توجتد   اق ام ش   نیپروت  نیا صیو تال انیب ی ، تا مرحلدنیپروت 

 شترف  یپتوانت    آن می  یتول ازمن ،ین مارانیدر ب نیپروت  نیا  یبد اهم

   یآبد شمار ی درمان بینوتر  یها نیپروت   یتول ی ندیدر زم یخوب

شتون ، بتد    یم  یتول یبا تر توپلاسمی د در س یبینوتر  یها نیپروت 

ش  ، منوتر بتد     یتول نیپروت  زانیم شیدر  نار افزا لارش  با زانیم لیدل

 .گردد یم ی(نکلوژن بادی)ای با تر توپلاسمیدر س نیتومع پروت 

 یانتاتاب  ییایت ستوش با تر  ی سدیمطالعد، در خصوص مقا نیا در

 ی، بتا تر 1 نینترلتو  یای  گیرنت    س یآنتاگون نیپروت بالاتر  انیب یبرا

(DE3 )E. coli Origami  یبتالا  انیت ب یبد عنوان سوش مناسب بترا 

 جهتش توانت  بتد علت      یمت یافتتد،   نیت در نظر گرفتد ش  و ا نیپروت 

 وتاد یردو تاز باش   تد ا  ونیگلوتات وردو تاز  نیوردو سیت یها میآنز

 اس  ش     ید مطالعات در ن  و  یم لیتسه را ی یسولف ید یبان ها

 انیت   ب(9) باشت   یمبالاتر  ،ی یسولف ید ون یپ با نیپروت  انیب زانیم  د

( یتوپلاستم ی)تومعتات داختل س  ی نکلتوژن بتاد  یبد صورت ا نیپروت 

باشت  و   یبتالا مت   ن،یپتروت   انیت مقت ار ب  ،بد عنوان م تال   دارد ییایمزا

مانت   مشتکل    یدر امتان مت   اهت  میآنتز  کیتیپروت ول ی دیاز توز نیپروت 

و    یت چیرا  پ ،نیمحلتول  تردن پتروت     یاس   د بترا  نیا ،آن یاصل

فترم   تد  گیتری شت     در این مطالعد، چنین نتیوتد وجود دارد   یطولان

 E. coli یبتا تر  یانیت ب یها ستمیدر س نیپروت  نیا ی ش   یساز ندیبه

  شود انیب

 نیت جملتد ا  از  اس  یفراوان یایمزا یدارا ،E. coli یانیب ستمیس

 بتالا )تتا    بیت نوتر  نیژن ستاد  است ، بتازد  پتروت      انیت  نتترل ب   د

  (15) اش ب ی ش  آن ساد  م زیسلول( و ن یها نی ل پروت  درص  55

 زبتان یعنتوان م   بتد  E. coli DH5α یمطالعتد، ابتت ا از بتا تر    نیت در ا

 pET28a یانیتتاز و تتتور ب نیپتتروت  انیتتجهتت  ب ،و ستتپس نتت ی لون

و  نت  یمنظتور  لون    د تا  نون بد یستمیس نیق رتمن تر  استفاد  ش 

 ستتم یس ،است   شت   ی طراحت  E. coliدر  بینوتر  یها نیپروت  انیب

pET (11-12) ش   اس   ینواژن تول ی مپان ی لدیوسد باش   د ب یم  

 E. coli BL21( DE3) و E. coli Rosetta ،E. coli Origami یبتا تر 

نقص در  ،نیباشن  و همچن یدر داخل  روموزوم خود م T7ژن  یدارا

 وفتاژ یبا تر زوژنیت هتا ل  یبا تر نی  ادارن  OmpTو  Lon یپروت ازها

DE3 (هستن   اتمشتق ازی کی )(11)فاژ لامب ا   

 تد  بتود   pET28a ،مطالعتد  نیت استفاد  در ا مورد یانیب  یپلاسم

  یت تول یبترا  T7پرومتوتر ق رتمنت     نظیتر  یمهمت  یهتا  یژگیو یدارا

 لیتسته  یبرا یلی ربو س یدر انتها tag-Hisی توال ن،یپروت بیشترین 

 یبتترا نیستتیهتت ف و ژن مقاومتت  بتتد  اناما نیپتتروت  یستتاز ختتالص

نظیتر   یماتلفت  یانیت ب یهتا  ستتم یاز س ،آسان اس   تتا نون  یغربالگر

 E. coli (DE3) یانیت ب ستتم یشت   است   امتا س    استفاد   (14) مامر

بتر   یرش  بتا تر  و نیپروت  یبالا یجملد بازده از ییها یژگیو یدارا

 د  ییجا ازآن ،نیباش   همچن ی ش  ارزان و ساد  م یها طیمح یرو

 لتد یکوزیگل ریت غ 1 نینترلتو  یای  گیرنت    ست  ینتاگونآ بیت فرم نوتر 

سلول پستان اران نت ارد  بتا    ایمامر و  یانیب ستمیبد س یازیباش ، ن یم

تفتاوت   ،یدر بتا تر  نیپتروت   نیا انیم   از بآدس  د ب جیتوجد بد نتا

نسب  بد  E. coli Origamiدر سوش  نیپروت  نیا انیدر ب یمحسوس

بتد صتورت    شتتر یب د ت  ییجتا    از آن یت مشاه   گرد گریدو سوش د

از آن  یو اطلاعتات انت     اس   ار ش   نیپروت  نیا یبر رو یتوار

، بحت   در ایتن زمینتد   انوتام شت     اتمطالع یباش ، بر رو یموجود م

  (15) شت   رو دروب شیافزا با نیپروت  انیب زانیم یا   در مطالعدشود یم

ماتلت    یهتا  غلظت   ،نیو همچن یطیماتل  مح طیدر شرا نیمحقق

IPTG افتنت  یدرها  را مشاص  ردن   آن انیب زانیم ن،یمع یها و زمان 

 کیت و متولار   میلتی  1معتادل   IPTG بتا غلظت    یبا تر ی د اگر القا

1              2             3            4          5       6 
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د را بت  انیت ب زانیم نیشتریب رد،یانکوباتور قرار گ Shakerروز، در  شباند

 در نیپتروت  ی ستاز  ندیبه دنبال بد، مطالعد نیا، واقع در د رآو یدس  م

 انیت ب زانیت م در ثرؤمت عوامتل   و شت   انوتام ی بتا تر  مشاص ی دیسو

 انتاتا   دنبتال  بتد  ی حاضتر،  مطالعتد  در امتا ،  یگردی بررس نیپروت 

ی هتا  یژگت یو بتد  توجتد  بتا  نیپروت  انیب شیافزای برا مناسب ی دیسو

  میبودیی ایبا تر

Birikh انیب خصوص در یا مقالد ،و همکاران IL-1RA چاپ بد 

 ،نیو همچنتت pGMCE یانیتتاز و تتتور ب ،مطالعتتد نیتتدر ا  رستتان ن 

ژن  انیت ب شیشروع ترجمد، بد منظور افتزا  ی دیناح یکیژنت ی ار دس 

ی، انیت ب و تور اری  دس  با  د ش ن  متوجد ها آن  (11) استفاد   ردن 

ی ا مطالعتد ی انیت بی بتا تر ی رو بتر  اما، برد بالا را نیپروت  انیب توان یم

 یانیت ب ستتم یس لا،با مق ار با انیدر خصوص ب یا در مطالعد  نش  انوام

E. coli نیت متورد استتفاد  قترار گرفت   در ا     یانیت بد عنوان سوش ب 

بتد دست     ییایت  شت  با تر  طیمحت  تتر یل/گرم 41/5 بد مق ار ،مطالعد

 اریبس ،ش   بود  یبا توجد بد آن  د در فرمانتور تول ،مق ار نیآوردن   ا

 یبتا تر  یانیت ب ستتم یس یساز ندیع م به لیتوان  بد دل یم نی م بود و ا

E. coli  (17) باش   

استتفاد    E. coli BL21 (DE3ی )از بتا تر  ی،گرید ی در مطالعد

 یبررست  نیپروت  انیب زانیزمان القا و م نیارتباط ب ق،یتحق نیش   در ا

 بتالاتر بتود    نیپتروت   نیا انیروز، ب شباند کیبع  از ش   د مشاه    و

 انیت در ب ییستزا  د تد نقتش بت    ییایت با تر یها سوش یاما بر رواس ، 

  (9) انوام نگرفتد اس  یدارن ، بررس نیپروت 

 دریی توانا ع م عل  بد E. coliی ها ستمیس در نیپروت این  انیب

 بانت   لیتشتک یی نظیتر  هتا  ی مح ود با ترجمد، از پس راتییتغ اعمال

 از تتتوان یمتت، حالتت  نیتتا در  تتد شتتود یمتت مواجتتدی  یستتولف ید

 Chinese hamster ovary (CHO) ایت  و مامتر یی نظیر ها سمیارگان

 اریبست  ستم یارگان نتوع  دو نیا با  ار  د نیا بد توجدا ب اما  رد استفاد 

 شت   گرفتد میتصم ،پروت ین نییپا اریبس انیب، نیهمچن و اس  بر ندیهز

 ریادقت م بتد  بتتوان شود تتا   استفاد  E. coliی با تری انیب ستمیس از  د

 یبان ها یدارا نیپروت  نیا  د نیا لیبد دل  یاف  دس  نیپروت ی بالا

 لیتشتک  ییتوانتا  E. coli Origami یو بتا تر  ،باش  یم ی یسولف ید

 شیافتزا  یدر بتا تر  نیپتروت   نیت ا انیرا دارد، ب ی یسولف ید یبان ها

  رف  شیپ ،یبا تراین با  نیپروت  یساز و تمام مراحل خالص یاب  می

 ستوش  E. coli Origamiی بتا تر  گرف   تد   ودینت توان یم، نیبنابرا

ی  گیرنت    ست  یآنتاگون بیت نوتر  نیپتروت  ی بتالا   یتولی برای مناسب

  باش  یم 1 نینترلو یا

 

 تشکر و قدردانی

 ی ارشتت  رشتتتد  ی ارشناستت ی نامتتد انیتتپا، برگرفتتتد از مقالتتد نیتتا

 بود  اس   یواح  تهران پزشک یاسلام آزاد از دانشگا  یولوژیکروبیم

ب ین وسیلد از تمام  سانی  د در اجرای این مطالعد همکاری نمودن ، 

  گردد سپاسگزاری می
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Abstract 

Background: Recombinant human interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA) is a protein with 153 amino acids 

and molecular weight of 16.83 kDa. This drug protein is known as Anakinra, and has an effective application in 

the treatment of rheumatoid arthritis. This study was conducted to examine the produce of the recombinant  

IL-1RA protein in Escherichia coli (E. coli) strains.  

Methods: Codon optimization of IL-1RA gene was done using GenScript, and the gene was cloned in the 

pUC18 as cloning vector. Then, plasmid was cut by two restriction enzymes including NdeI and BamH1 

enzymes. IL-1RA gene was purified from the agarose gel. IL-1RA gene was ligated into expression vector. The 

constructed expression cassette was transformed into E. coli BL21 (DE3) Origami (DE3) and Rosetta (DE3) 

using CaCl2 and heat shock method. 

Findings: Identification and confirmation of transformed colonies was performed using colony polymerase 

chain reaction (PCR). Induction of this gene was done with isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG). The 

protein expression was analyzed using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

and western blotting techniques, and it purified by Ni nickel resin. Expression analysis of transformed E. coli 

strains confirmed that gene integrated into expression host. Molecular weight of expressed protein was estimated 

to be 16.83 kDa. 

Conclusion: In this study, Human IL-1RA was successfully produced in E. coli Origami with high quantity 

other than the rest of E. coli strains. Therefore, E. coli BL21 Origami (DE3) can be used as the suitable host for 

production of recombinant IL-1RA, and this technology has a potential for localization. 
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