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  9999چهارم آبان  ی /هفته295 ی /شمارهمو هشت  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 22/2/1911تاریخ چاپ:  11/1/1911تاریخ پذیرش:  11/2/1911تاریخ دریافت: 

  
 BL21 ی سویه Escherichia Coli باکتری در 5-اینترلوکین پروتئین بیان سازیبهینه

 
 4نژاد بسطامی صیاد ،3ایرانی شیوا ،2احمد خان حسین ،1جمالوندی مینا

 
 

چکیده

 ائوزینوفیل تکامل. است هوایی های راه التهاب در اصلی مؤثر سلول ائوزینوفیل، که کند می تقویت را فرضیه این بیماری، شدت و ها ائوزینوفیل تعداد بین ی رابطه آسم، در مقدمه:

 تولید برای. کرد سرکوب را آسم ایجاد دلایل از یکی حداقل توان می ،(IL-5) 5 -اینترلوکین عملکرد از ممانعت با بنابراین،. شود می تنظیم 5-اینترلوکین با عمده طور به
 بادی آنتی جای به IL-5 ضد اپتامر ی تهیه هدف با حاضر ی مطالعه. گردد بیان بالا خلوص با و زیاد مقدار به پروتئین این است لازم ،5-اینترلوکین ضد آپتامر مثل هایی آنتاگونیست

 .شد انجام پروکاریوتی سیستم یک در پروتئین این بیان و ائوزینوفیلیک های بیماری درمان در استفاده جهت

 . شد داده pET28a وکتور در ساخت سفارش و طراحی 5-اینترلوکین پروتئین ژنcomplementary DNA (cDNA ) حاوی ی سازه ابتدا :ها روش

 میزان و انکوباسیون زمان و دما شرایط تغییر با پروتئین بیان سپس،. شد تبدیل Escherichia coli BL21 (DE3) ی شده مستعد های باکتری به بیانی وکتور
Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG )های روشبه کار گیری  با پروتئین بیان ارزیابی. گردید بهینه Western blot و  

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE )گرفت صورت مختلف مراحل در و. 

  ،IPTG برای مولار میلی 1 نهایی غلظت داشت، 1/6-2/6 بین جذب نانومتر 166 موج طول در که باکتری از غلظتی ،5-اینترلوکین پروتئین بیان برای بهینه شرایط :ها یافته

 روش در نیتروسلولزی غشای و SDS-PAGE در آمید آکریل پلی ژل روی کیلودالتونی 19 باند. بود دقیقه/دور 156 شتاب و گراد سانتی ی درجه 21 دمای در انکوباسیون ساعت 12
Western blot بود 5-اینترلوکین پروتئین بیان ی کننده تأیید. 

 مخصوص یEnzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) های کیت و IL-5 علیه بر آپتامر ی تهیه چون فرایندهایی در پروتئین، این از :گیری نتیجه

 .شد انجام بالا بازده علت به پروکایوتی سیستم در بیان بنابراین،. باشد نمی نیاز صحیح بسیار فولدینگ با ژن آنتی به فرایندها، این در. نمود استفاده توان می IL-5 گیری اندازه

 Escherichia coli پروکاریوتی؛ سیستم ؛5-اینترلوکین بیانی؛ سیستم :کلیدی واژگان

 
 Escherichia Coli باکتری در 5-اینترلوکین پروتئین بیان سازی بهینه .صیاد نژاد بسطامی ایرانی شیوا، احمد حسین، خان جمالوندی مینا، ارجاع:

 .116-066 (:512) 92؛ 1911مجله دانشکده پزشکی اصفهان  .BL21 ی سویه

 

 مقدمه

 افرااد . است ای نایژه درخت در پیچیده مزمن التهابی بیماری یک آسم،

 سرینه  خس خس و نفس تنگی سافه، نظیا مختلفی علایم آسم، به مبتلا

 شروند  ترا  وخیم مداوم طور به و تشدید است ممکن علایم، این. دارند

 بسریار  حالت(. 1) سازند می تا مشکل را بیماری این درمان و کنتال که

 در برزر   مشرکل  یک دارد، نام Exacerbation که بیماری این شدید

 بره  کره  اسرت  ائوزینوفیلیرک  هوایی های راه التهاب با بیماران زیاگاوه

 برا  شرد   به ها، ائوزینوفیل(. 2) دهد می پاسخ کمتا معمول های درمان

 سرینه،  خرس  خرس  و نفس تنگی در ویژه به آسم، بالاتا سطوح علایم

 (.3) دهند می نشان همااهی

 کننرد  مری  تاشح غشایی ای پایه های پاوتئین شده، فعال های ائوزینوفیل

 آسری   غشرا،  از شده مشتق لیپیدی گاهای میانجی و ای نایژه تلیوم اپی به که

 افرزای   را موکرو   تاشرح  کننرد،  مری  منقبض را صاف ی ماهیچه زنند؛ می

 و هرا  ائوزینوفیرل  تعداد بین ی رابطه. شوند می عاوق اتساع باعث و دهند می

 پژوهشیمقاله 
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 مرثراتاین  ائوزینوفیرل،  کره  کنرد  مری  تقویرت  را فاضیه این بیماری، شد 

 (.4) است آسم هوایی های راه التهاب در سلول

 براای  آل ایرده  هردف  یرک  ائوزینوفیرل  گفته، پی  موارد اسا  با

 برا  کره  اسرت  هرایی  بافرت  بره  رسریدن  آسری   از انتخرابی  گیرای  پی 

 هردف  را ها ائوزینوفیل که داروهایی. هستند همااه آلاژیک های بیماری

 استفاده با ایمنی سیستم ساکوب از ناشی عوارض دارای دهند، می قاار

 (.2) باشند نمی استاوئیدها نظیا داروهایی از

 عمده طور به خونی، های سلول سازهای پی  از ائوزینوفیل تکامل

 بلرو،،  در انتخابی نق  که شود می تنظیم(IL-5) 5-اینتالوکین کمک با

 (.5) دارد ها سلول این ماندن زنده و شدن فعال حاکت، تمایز،

 خرون،  در آزادسرازی  و اسرتخوان  مغز در ها ائوزینوفیل بلو، باای

IL-5 هرا،  انسران  در. اسرت  ضاوری IL-5   و هرا  ائوزینوفیرل  برا  فقر 

 باعرث  و نمایرد  می عمل باشند، می IL-5 ی گیانده دارای که ها بازوفیل

 فعرال  غیرا (. 2) گرادد  مری  هرا  آن ماندن زنده و شدن فعال رشد، بلو،،

 توانرد  مری  انسران،  و حیروان  در برادی  آنتری  منوکلونرال  برا  IL-5 کادن

 هرای  بیمراری  یا آلاژیک مشکلا  با که را ریه و خون های ائوزینوفیل

 IL-5 عملکاد از ممانعت با بنابااین،. دهد کاه  اند، شده ایجاد مزمن

 (.2) کاد ساکوب را آسم ایجاد دلایل از یکی حداقل توان می

 اررا  که است IL-5، Mepolizumab ضد بیولوژیکی عامل اولین

 (. 6) است شده بارسی ائوزینوفیلیک های بیماری سایا و آسم روی آن

 درمران  باای Nucala تجاری نام با Mepolizumab ،2115 نوامبا در

 Food and Drug Administration از شرردید، ائوزینوفیلیررک آسررم

(FDA )سرررال، همررران دسرررامبا در نهایرررت، در. گافرررت تأییرررد  

European Medicines Agency (EMA )در فراو   معتبرا  مجوز 

 «بیشرتا  بارسری  تحرت  داروی» عنوان تحت را اروپا ی اتحادیه سااسا

 ،IL-5 ضرد  ادی آنتری  آن، توجه قابل اراا  وجود با اما ،(6) کاد تأیید

 وزن و ایمونوژنیسرریته همچررون معررایبی هررا بررادی آنترری سررایا هماننررد

 تحقیقرا   منظرور،  همین به. دارد پایین دمایی پایداری و بالا مولکولی

 ی دهره  دو در(. 7) اسرت  شرده  انجرام  مشکل این با غلبه باای زیادی

 معافری  هرا  برادی  آنتری  براای  مناسبی جایگزین عنوان به اپتاماها اخیا،

 طرور  بره  کره  هستند ای رشته تک الیگونوکلئوتیدهای اپتاماها،. اند شده

 مخترل  را آن عملکراد  و متصل شده تعیین پی  از هدف به اختصاصی

  رو  اپتاماهرررا، تولیرررد هرررای رو  از یکررری(. 8) سرررازند مررری

.Systematic evolution of ligands by exponential enrichment 

(SELEX )انجام. دارد مختلفی انواع که باشد می SELEX اسرتفاده  با 

 پراوتئین  آن انجرام  براای  کره  است ها آن از یکی مغناطیسی بیدهای از

 اپتاما ی تهیه هدف با حاضا ی مطالعه بنابااین،. است نیاز مورد خالص

 هرای  بیمراری  درمران  در اسرتفاده  جهرت  برادی  آنتی جای به IL-5 ضد

 انجرام  پاوکراریوتی  سیسرتم  یرک  در پاوتئین این بیان و ائوزینوفیلیک

 براای  SELEX فااینرد  در حاصرل  پراوتئین  از آتی، تحقیقا  در. شد

 .گادد می استفاده آپتاما انتخاب

 

 ها روش

 بیرانی،  وکترور  ی تهیره  جهرت  :IL-5 ی کننرده  بیران  هرای  سلول ی تهیه

 complementary DNA ترروالی حرراوی نوکلئوتیرردی 353 ی سررازه

(cDNA )به مابوط IL-5 نمرودن  کلرون  و ساخت سفار  و طااحی 

  شررراکت بررره pET28a وکترررور در XhoI و NcoI جایگررراه در آن

Gene cust شد داده. 

 و کلاایرد  کلسریم  رو  با BL21 ی سویه Escherichia coli باکتای

  سرپس، (. 3) شرد  نظرا  مرورد  وکترور  دریافرت  مستعد حاارتی، شوک

  میکاولیتررا 3 بررا BL21 شررده مسررتعد برراکتای از میکاولیتررا 111

 تغییا هایباکتای و شد تبدیل بیانی وکتور از( میکاولیتا/نانوگام 111)

 لیترا  میلری /میکاوگرام  25 حاوی آگار LB های پلیت روی یافته، شکل

 مشرخص  و شرکل  تغییرا  تأییرد  جهرت  سرپس، . شد پخ  کانامایسین

Polymerase chain reaction (PCR ) کلونی مثبت، های کلون کادن

 T7 (F: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3) رفرت  پاایمرا  با

 تک روی( R: 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3) باگشت و

  دمرای  برا  انکوباسریون  دقیقره  4 شرامل  ای بانامره  برا  حاصل های کلون

 ی درجه 35 دمای شامل چاخه 31 آن از بعد و گااد سانتی ی درجه 35

 رانیره  31 مد  به گااد سانتی ی درجه 58 دمای رانیه، 31 مد  به گااد سانتی

 بره  هرا  چاخره  تکمیل در و رانیه 51 مد  به گااد سانتی ی درجه 72 و

 برا  آن، از پرس . شد انجام گااد سانتی ی درجه 72 دمای دقیقه 11 مد 

 از تررا دو پلاسررمید ،Solgent پلاسررمید اسررتخاا  کیررت از اسررتفاده

 آنرزیم  دو برا  دوترایی  هضرم  یرک  و گادیرد  استخاا  مثبت های کلون

NcoI و XhoI ژل روی هضرم  محصرول  و گادیرد  انجام آن روی با 

 .شد باده درصد 1 آگارز

 در مثبرت  هرای کلرون  از یکری  ابتردا  :IL-5 نوتاکی  پاوتئین بیان

 شراای   در براکتای  سرپس، . شرد  داده کشت LB broth کشت محی 

 دور و دمررا القررا، زمرران القررا، هنگررام برراکتای غلظررت نظررا از مختلر  

 بیران  باای بهینه شاای  تا شد داده کشت کننده القا غلظت و انکوباتور

 بهینره  شراای   در براکتای  نهایرت،  در و گادد مشخص IL-5 پاوتئین

 .شد داده کشت پاوتئین بیان باای

 لیزیرت  ابتردا  پراوتئین،  بیران  تأیید جهت و تهیه ها باکتای رسوب

  دمررای در دقیقرره 5 مررد  بره  هررا نمونرره سرازی  آمرراده از پررس براکتای 

 ژل روی نمونره  از میکاولیترا  21 و شرد  داده قراار  گرااد  سرانتی  ی درجه 111

..Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE )12 برا  ژل پایران،  در. شرد  الکتاوفرورز  و بارگرااری  درصد 

 پراوتئین  بیران  نهایی تأیید باای همچنین،. شد آمیزی رنگ G250 بلو کوماسی
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IL-5، Western blot بررادی آنترری بررا Horseradish peroxidase (HRP )

 Zinc-finger nucleases پرراوتئین و شررد انجررام His-tag ضررد ی کنژوگرره

(ZFN )گافت قاار استفاده مورد مثبت شاهد عنوان به  . 

 

 ها یافته

 :pET28a-IL5 پلاسرمید  حراوی  ی یافته شکل تغییا های باکتای تأیید
 ،PCR کلرونی  انجرام  از پرس  شود، می دیده 1 شکل در که گونه همان

 .  شد مشخص( بازی جفت 521 باند) مثبت های کلونی

 

 
 Polymerase chainکلونی  روش با مثبت های کلونی تأیید. 1شکل 

reaction (PCR .)1 ی شماره چاهک، DNA Ladder 1 کیلوبایت شرکت 

Fermentas، کلنی 2 چاهک PCR باکتری های ازکلنی یکی روی BL21 

 ی دهنده نشان بازی جفت 121باند  ی مشاهده. تغییر شکل یافته با پلاسمید

 .باشد می نظر مورد ی سازه توسط تغییر شکل باکتری

 

 روی برا  مثبرت  های کلون از یکی پلاسمید دوتایی هضم محصول

 (. 2 شکل) بود نوکلئوتیدی 5111 و 353 ی قطعه دو شامل آگارز ژل

  پرراوتئین بیرران برراای بهینرره شرراای  :IL-5 نوتاکیرر  پرراوتئین بیرران

  نررانومتا 611 مررو  طررول در کرره برراکتای از غلظترری ،IL-5 نوتاکیرر 

  برراای مررولار میلرری 1 نهررایی غلظررت داشررت، 6/1-8/1 بررین جرراب

 

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

  دمرای  در دقیقره /دور 151 شرتاب  با شیکادار انکوباتور در ساعت 18

 برا  سرازی  بهینره  از حاصرل  هرای  داده. شد مشخص گااد سانتی ی درجه 23

 القرا،  از پرس  زمران  مرد   القا، هنگام باکتای غلظت شامل متغیاها به توجه

 .است آمده 1 جدول در کننده القا غلظت و القا از پس انکوباتور دور دما،

 

 
 های کلون از یکی از حاصل پلاسمید دوتایی هضم محصول. 2شکل 

 چاهک و نشده هضم پلاسمید حاوی اول چاهک. آگارز ژل روی بر مثبت

 XhoI و NcoIهای  آنزیم پلاسمید با همان دوتایی هضم محصول حاوی دوم

 .است شده حاصل نوکلئوتیدی 1295 و 913 ی قطعه دو که باشد می

 

 بردون  هرای  براکتای  از حاصرل  رسوب های سلول شکستن از بعد

 IPTG برا  القا از بعد و قبل شده داده کشت مثبت کلون دو و پلاسمید

 SDS-PAGE انجرام  برا  IL-5 پاوتئین بیان مولار، 8 ی اوره محلول با

 کره  طرور  همان(. 3 شکل) شد بارسی درصد 12 ی کننده جدا ژل روی

 القرا  نیز و پلاسمید بدون های باکتای در شود، می مشاهده شکل این در

 بعد های نمونه در اما شود، نمی مشاهده کیلودالتون 13 در باندی نشده،

 نشران  کیلودالترونی،  13 مشرخص  بانرد  یرک  وجرود  ،IPTG برا  القا از

 .  باشد می نظا مورد پاوتئین بیان ی دهنده

 مختلف عوامل تغییر انتخاب شرایط بهینه برای بیان پروتئین مورد نظر با. 1 جدول

 متغیر مقادیر بهینه شرایط

 (نانومتر 600جذب نوری ) القا هنگام باکتری غلظت  1-2/1 ،6/0-8/0 ،4/0-5/0 . داشت وجود مناسب بیان 6/0-8/0 در تنها

 (ساعت) القا از پس زمان مدت 24 و 18 ،10 ،5 .داشت وجود مناسب بیان ساعت 18 زمان در تنها

 گراد( ی سانتی درجه) دما 33 و 29 ،26 .داشت وجود مناسب گراد بیان ی سانتی درجه 29دمای  در تنها

 (دور/دقیقه) القا از پس انکوباتور شتاب 250 و 200 ،150 .داشت وجود مناسب بیان دور/دقیقه 150شتاب  در تنها

 (مولار میلی) کننده القا غلظت  2 و 1 ،5/0 .داشت وجود مناسب مولار بیان میلی 1غلظت  در تنها
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 Sodium dodecyl sulfateدر  IL-5 بیان تأیید .9 شکل

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) .1 چاهک 

 بدون BL21 9چاهک  خالی، 2 چاهک ،SMOBio PM2700 نشانگر

 6 چاهک شده، القا 1 کلون 1 چاهک نشده، القا 1 کلون 4 چاهک پلاسمید،

 شده القا 2 کلون 5چاهک نشده، القا 2 کلون

 

 IL-5، Western blot پراوتئین  بیان نهایی تأیید باای همچنین،

  بانرد  یرک  اسرت،  مشرخص  4 شرکل  در کره  طرور  همران . شد انجام

 بارسری،  این در. باشد می پاوتئین این بیان نمایانگا کیلودالتونی، 13

 شراهد  عنروان  بره  اسرت،  کیلودالتون 33 حدود که ZNF پاوتئین از

 .شد استفاده

 

 

 چاهک. Western blot توسط 1 اینترلوکین پروتئین بیان تأیید .4شکل 

 Zinc-finger nucleasesشاهد  دوم پروتئین چاهک پروتئین، نشانگر اول

(ZFNبا ) سوم چاهک و شاهد مثبت عنوان به کیلودالتون 99 ملکولی وزن 

 کیلودالتون 19 ملکولی وزن با IL-5 پروتئین

 بحث

 زیسررت هررای زمینرره در زیررادی کاربادهررای نوتاکیرر  هررای پرراوتئین

 اولرین (. 11) دارنرد  دارویری  هرای  شراکت  و غراایی  صنایع مولکولی،

 انسرولین،  شرامل  آوری فرن  زیسرت  هرای  رو  برا  شده تولید داروهای

. شردند  تولیرد  Escherichia coli در هرا  اینتافراون  و رشرد  هورمرون 

 تحقیقراتی  یا درمانی اهداف با باکتای این در هم دیگا پاوتئین هزاران

 آلاژیرک  هرای  بیماری بعضی پاتوژنز در IL-5 نق (. 11) شدند تولید

 ایرن  کرادن  بلوکره  هرم  دلیرل،  همرین  بره . است شده اربا  آسم، مانند

 نظرا  در هرایی  بیمراری  چنرین  براای  درمانی عنوان به تواند می پاوتئین

 آن کرادن  بلوکره  باای مولکولی یافتن باای رو، این از(. 2) شود گافته

 پراوتئین  تحقیرق،  ایرن  در. است نیاز مورد خالص ژن آنتی اول گام در

IL-5 بررراکتای در Escherichia coli ی سرررویه Origami (DE3 )

BL21 براای  مرولار  میلی 1 نهایی غلظت با IPTG بره  انکوباسریون  و 

  شرررتاب و گرررااد سرررانتی ی درجررره 23 دمرررای در سررراعت 18 مرررد 

 Western blot و SDS-PAGE هرای  رو  برا  و شد بیان دقیقه/دور 151

 .گادید تأیید

 سیسرتم  یرک  در یوکراریوتی  پراوتئین  ایرن  شرد،  ذکا که گونه همان

 در یوکراریوتی  های پاوتئین است لازم اغل . است شده بیان پاوکاریوتی

 هرای  سیسرتم  در بیران  محاسرن  از یکری . شرود  بیران  مشرابه  های سیستم

 تولیرد  و گلیکوزیلاسریون  نظیا تاجمه از پس تغییاا  ایجاد یوکاریوتی،

 جملره  از امرا  باشرد،  مری  مناسر   فضرایی  ساختار و فولدینگ با پاوتئین

 بره (. 12) باشد می بالا ی هزینه و پایین بیان میزان ها، سیستم این اشکالا 

 باشرد،  داشته وجود پاوکاریوتی های سیستم در بیان امکان اگا که طوری

 بسریار  ی هزینه و بالا بازده علت به پاوکاریوتیک سیستم در پاوتئین بیان

 پراوتئین  بیان باای که مختلفی های میزبان بین در. باشد می ارجح تا پایین

، BL21( DE3) ی سرویه  Escherichia coli باشرند،  مری  اسرتفاده  قابرل 

 نظیرا  زیرادی  مزایرای  سرویه،  ایرن  کره  چراا  باشرد؛  مری  سویه تاین رایج

 ی هزینره  و پاوتئین زیاد بیان نیز و تکثیا بالای ساعت آسان، ورزی دست

 از بایررد هرایی،  سیسرتم  چنررین در پراوتئین  زیراد  بیرران براای . دارد پرایین 

  کرره چرراا باشررند؛ T7 پاومرروتا دارای کرره شررود اسررتفاده وکتورهررایی

T7 RNA Polymerase –شررود، مرری تولیررد میزبرران برراکتای در کرره 

 (.12) دهد می انجام بیانی وکتور در را هدف ژن از رونویسی

 پاوکراریوتی،  هرای  سیستم در پاوتئین بیان باای pET وکتورهای

 از، BL21( DE3) ی سرویه  Escherichia coli براکتای  خصرو   به

 ایرن  برا  اسرت  قراار  کره  هایی ژن که چاا هستند؛ وکتورها تاین مناس 

 تراین  قوی از که گیاند می قاار T7 پاوموتا تحت شوند، بیان وکتورها

 میرزان  بره  نظرا  مرورد  پراوتئین  شرود  مری  باعرث  و باشد می پاوموتاها

 بین ،pET پلاسمیدهای تعداد علاوه، به. شوند بیان باکتای در فااوانی

 سرایا  مشرکلا   جهرت،  همرین  به و است باکتای ها در عدد 25-21
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 کرم  بیران  نظیرا ) براکتای  در بیشرتا  یرا  کمترا  های نسخه با پلاسمیدها

 مسرمومیت  یرا  پلاسرمید  هرای  نسرخه  تعرداد  بودن کم دلیل به پاوتئین

 ایرن  از(. 13) نردارد  را( پلاسمید زیاد های نسخه تعداد دلیل به باکتای

 استفاده دلیل. شد استفاده 28a pET وکتور از حاضا، ی مطالعه در رو،

 کمترا  و سیتوپلاسرم  در پراوتئین  شردن  محلرول  Origami ی سویه از

 هرای  پراوتئین  طایق این به. باشد می بادی انکلوژن ایجاد احتمال شدن

 پراوتئین  فولردینگ  و فضرایی  ساختار و شود می تولید بیشتای محلول

 .گادد می حفظ بیشتا

. انرد  شده بیان سیستم این با زیادی یوکاریوتی های پاوتئین تاکنون

  ی بهینرره  شرراای   در کرره  خاگوشرری  MCP-1 پرراوتئین  جملرره  از

 گرااد،  سرانتی  ی درجره  26 دمرای  در IPTG ی کننرده  القا مولار میلی 1

 سیستم در بالایی میزان به ساعت 24 مد  به و دقیقه/دور 181 شتاب

 پراوتئین  چنردین (. 14) شرد  بیان تحقیق این مشابه بسیار پاوکاریوتی

 کره  شدند بیان Escherichia coli در موفقیت با درمانی هتاولوگو 

 ی اسرتفاده  براای  1382 سرال  در کره  برود  انسانی انسولین ها، آن اولین

 (. 15) گادید تأیید انسانی

 آلانین فنیل بیان بالاتاین همکاران،و  Zarei Jaliani ی مطالعه در

 TB کشرت  محری   در IPTG ی کننده مولار القا میلی 5/1با  لیاز آمونیا

  مررد  برره دور/دقیقرره و 151گررااد، شررتاب   سررانتی ی درجرره 25 در

  در(. 16) آمرررد دسرررت بررره pET/BL21 سیسرررتم در سررراعت 18

 محلرررول  پررراوتئین میرررزان بیشرررتاین همکررراران، و Hu ی مطالعررره

Phosphatase and tensin homologue (PTEN )سیسرررتم در 

pGEX-6p-1/BL21 همانندسازی مبدأ با pBR322،1/1 مرولار   میلی

IPTG دسرت  بره  گرااد،  سانتی ی درجه 21 دمای در ساعت 8 مد  به 

 برالاتاین  کره  اسرت  شده گزار  نیز دیگا ی مطالعه یک در(. 17) آمد

 دمرای  در IPTG محلرول  یکاومرولار م 11 با محلول cHSPA6 میزان

 و Lee(. 18) آمرد  دست به ساعت، 3 مد  به گااد، سانتی ی درجه 37

 Monocyte chemoattractant protein 1توانسررتند  همکرراران،

(MCP1 )وکتررور از اسررتفاده بررا را نوتاکیرر  انسررانی pET SUMO در 

BL21 سیسرتم،   ایرن  در. کنند بیانSmall ubiquitin-related modifier  

 

(SUMO) براای   فیروژن  ترگ  یرک  عنوان بهMCP1  عملکراد  میرزان 

 (.13) دهد می افزای  را شده بیان پاوتئین

 میزبران  عنروان  بره  توانند می هم دیگای های باکتای های گونه البته

 کره  Pseudomonas مثرل  باشرند،  داشرته  کرارباد  پراوتئین  بیران  باای

 (.21)است  بیشتا ی مطالعه و نیازمند باشد داشته هم مزایایی تواند می

 

 گیری نتیجه

 سیسررررتم  در را IL-5پرررراوتئین  مطالعرررره، ایررررن در بنررررابااین،

Escherichia coli/pET28a ایررن. شررد بیرران بهینرره شرراای  در و 

 شرتا  و مرو   سازی خاگو ، ایمن باای آتی تحقیقا  در پاوتئین

 تاشرح  هیبایردومای  و خاگوشری  کلونال پلی بادی آنتی ی تهیه جهت

 اسرتفاده  IL-5 ضرد  نانوبرادی  و موشی منوکلونال بادی آنتی ی کننده

ضرد   آپتراما  انتخاب باای SELEXفاایند  در همچنین،. شد خواهد

IL-5 در مررا تحقیقرراتی گرراوه ایررن کرره برره توجرره بررا. دارد کررارباد 

 سرب   پراوتئین،  ایرن  بیران  دارد، گفته طاح تحقیقاتی پی  های زمینه

 از پاوتئین استفاده در مهم ی نکته. گادد می تحقیق های هزینه کاه 

 ضد آپتاما یا بادی آنتی ی تهیه باای SELEX سازی یا ایمن موارد در

 از بسریاری  در پراوتئین  مناسر   فولدینگ که است این ژن آنتی یک

 سرب   توانرد  می خطی، های توپ اپی گیای هدف و نیست مهم موارد

 ژن آنتری  مهرار  یا تشخیص باای کارآمد آپتاماهای و بادی آنتی ایجاد

 موارد این در پاوکاریوتیک سیستم در پاوتئین بیان از این رو،. گادد

 .است صافه به مقاون و مناس  بسیار

 

 قدردانی و تشکر

 عنروان  برا  38631 کرد  برا  دکترای  ی نامره  پایران  این مقاله، باگافته از نترایج 

 در آتری  کرارباد  برا  5 -اینتالروکین  ضرد  ssDNA آپتراما  تولیرد  و انتخاب»

 تحقیقرا   و علروم  دانشرگاه  در که باشد می «آسم مانند آلاژیک های بیماری

 بره  نامره  پایران  اجاای اندر کاران دست تمامی از. است شده تصوی  تهاان

 اسرت  ذکرا  بره  لازم. داریم را تشکا کمال بشتام مایم دکتا خانم خصو 

 .است شده پاداخت دانشجو توس  نامه پایان این ی هزینه تمام که
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Abstract 

Background: In asthma, the relationship between number of eosinophils and severity of this disease supports 

the hypothesis that eosinophil is the major effector cell in inflammation of airway. Evolution of eosinophils is 

regulated by interlukin-5 (IL-5). Therefore, by blocking IL-5, at least one major reason of asthma would be 

prevented. To produce antagonists against IL-5 (like aptamer), it is necessary to have this protein in large scale 

and high purity. This study aimed to optimize IL-5 protein expression of BL21 strain of Escherichia coli (E. coli) 

to be used instead of antibody.  

Methods: At first, complementary DNA (cDNA) construct encoding IL-5 was designed, and was ordered to be 

produced in pET28a vector. Expression vector was transformed into competent E. coli Bl21 (DE3) origami. 

Then, protein expression was optimized by altering temperature, incubation time, and the amount of isopropyl β-

d-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Protein expression was assessed using sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western blot in different levels of the test. 

Findings: The optimum conditions for protein expression were gained when the density of bacteria at the OD600 

reached to 0.6 to 0.8, and culturing was done at 29 °C for 18 hours and 150 rpm, andinduction with 1mM IPTG. 

There was a 13-kDa protein band on SDS-PAGE and western blot that confirmed the expression of IL-5 protein. 

Conclusion: This protein can be used for producing aptamers against IL-5 and enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) kit for measuring IL-5. In all these process, there is no need to perfect folding of the protein. 

Therefore, the expression can be done in prokaryotic system, as it has high efficiency. 
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