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Optimized Solubilization and Purification of Recombinant 
Teriparatide Fusion Protein Expressed in E. coli

[1] Bacterial cell disruption: A key unit operation in the recovery of intracellular products
[2] Protein purification. In: Ekinci D, editor. Chemical biology [3] Bacterial cell disruption: A 
crucial step in protein production [4] Nonclassical inclusion bodies in Escherichia coli [5]
Affinity chromatography: Principles and applications [6] Metal ion affinity adsorption of a 
Zn (II)-transport protein present in maternal plasma during lactation: Structural 
characterization and identification as histidine-rich glycoprotein [7] Immobilized metal ion 
affinity adsorption and immobilized metal ion affinity chromatography of biomaterials, 
serum protein affinities for gel-immobilized iron and nickel ions [8] Purification of proteins 
using polyhistidine affinity tags [9] Overexpression of recombinant human teriparatide, 
rhP TH (1-34) in Escherichia coli: An innovative gene fusion approach [10] Soluble protein 
production methods [11] Practical considerations in refolding proteins from inclusion 
bodies [12] Purification of polyhistidine-tagged proteins. In: Walls D, Loughran S, editors

Aims There are several cell disruption methods for intracellular protein extraction. The aim 
of this study was to select the best approach for recombinant teriparatide fusion protein 
extraction from E. coli and achieve the best purification conditions.
Materials & Methods In this experimental research, bacterial cells were disrupted by different 
methods such as sonication in different cycles, grinding with liquid nitrogen in two different 
cell culture volumes, and homogenization at two different pressures. The supernatant and 
pellet samples were run on sodium dodecyl sulphate gel. All the cell lysates were cultured on 
LB agar medium and stained with Gram staining method. The Ni2+ affinity chromatography 
of recombinant teriparatide fusion protein was done under denaturing and non-denaturing 
conditions, using pH and imidazole concentration gradient, respectively. All samples were 
taken on sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel and the amount of purified protein was 
calculated by Micro-Bradford assay.
Findings In the 20 and 25 cycles, a large part of the fusion protein led to protein solubilization. 
In the method of grinding with liquid nitrogen, proteins were more likely to enter the sediment 
part. The cell disruption was complete in a chemical method. The cell disruption under 50bar 
homogenization was more than that of 15bar. In chemical degradation and sonication, a 
large amount of fusion protein led to protein solubilization. In non-denaturing conditions, no 
recombinant fusion protein was removed from the column with the isolation buffer, but in the 
denaturing conditions, a large amount of proteins was purified.
Conclusion The combined method of chemical degradation and sonication leads to 
approximately 97.7% of protein solubilization, and the purification in denaturing condition 
has also the suitable result in contrast to non-denaturing condition.
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  چکيده
های داخل های تخریب سلولی مختلفی برای استخراج پروتئینروش اهداف:

انتخاب بهترین روش استخراج حاضر مطالعه هدف  وجود دارد.سیتوپلاسمی 
و  کلی اشریشیا باکتریایی میزبانپاراتید از امتزاجی نوترکیب تریپروتئین 
  آن بود.بهترین شرایط تخلیص  دستیابی به

های های باكتری با روشدر مطالعه تجربی حاضر، سلول ها:مواد و روش
كردن در نیتروژن مایع، هموژناسیون تحت سونیكاسیون با دورهای متفاوت، له

های مربوط به رسوب و دو فشار مختلف و روش شیمیایی شكسته شدند. نمونه
سولفات الكتروفورز شدند. دودسیلمحلول رویی حاصل از هر روش، در ژل سدیم

روش گرم شده در محیط كشت لوریا برتانی جامد كشت و بههای شكستهولسل
سازی پروتئین در آمیزی شدند. كروماتوگرافی تمایلی نیكل برای خالصرنگ

و غلظت ایمیدازول به کار  pHترتیب با شیب شرایط واسرشته و غیرواسرشته به
برده شدند  آمیدلاکریپلی - سولفاتدودسیلسدیمها روی ژل رفت. تمامی نمونه

  شده با آزمون میکروبرادفورد صورت گرفت.و محاسبه میزان پروتئین تخلیص
دور در دقیقه بخش زیادی از پروتئین امتزاجی وارد ٢٥و  ٢٠در دورهای  ها:یافته

ها بیشتر وارد پروتئینکردن در نیتروژن مایع، در روش لهبخش محلول شد. 
ها در روش شیمیایی کامل بود. شکستن بخش رسوب شدند. تخریب سلول

بار بود. در تخریب شیمیایی ١٥بار، بیشتر از ٥٠ها با هموژناسیون تحت فشار سلول
همراه با سونیکاسیون مقدار بسیار زیادی از پروتئین امتزاجی وارد بخش محلول 

پروتئین امتزاجی نوترکیبی با بافر جداسازی از  هیچدر شرایط غیرواسرشته شد. 
  .از پروتئین تخلیص شد زیادیمقدار  در شرایط واسرشتهستون خارج نشد، اما 

به پروتئین کل  %۷/۹۷، تخریب شیمیایی همراه با سونیکاسیوندر  گیری:نتیجه
 شرایطبرخلاف  هتخلیص در شرایط واسرشتشود و وارد می محلولبخش 
  گیرد.و مطلوب صورت می طور مناسبهواسرشته بغیر

، تخلیص، پروتئین امتزاجی نوترکیب کلی اشریشیاتخریب سلولی،  :هاکلیدواژه
  پاراتیدتری
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  مقدمه
و استخراج برای از جمله  یبه دلایل مختلف هاسلول شکستن
های مختلفی برای روش و شودانجام میها سازی پروتئینخالص
تخریب  مانندزیستی های شامل روش هاروشوجود دارد. این  آن

های شیمیایی لیزوزیم، روشمانند هایی ها توسط آنزیمسلول
های مکانیکی مانند مختلف و روش هایشویندهاستفاده از  مانند

کردن در کردن، لهناسیون، فریزکردن و ذوبسونیکاسیون، هموژ
  .[1]هستندای های شیشهنیتروژن مایع و تخریب با استفاده از دانه

عمومی برای تخریب و روش مناسب ی فوق، هاکدام از روش هیچ
ی و هر روش در شرایط خاص بر دیگرنیست سلولی در تمام شرایط 

خصوصیات فیزیکی و شیمیایی  مانند. عواملی ارجحیت دارد
و حتی  کندمیپروتئین و نوع میزبانی که این پروتئین را تولید 

برای استخراج پروتئین را تعیین  شکستن، نوع روش پژوهشهدف 
  .[2]کنندمی

های محلول باشد، ایجاد یک در مواردی که هدف، استخراج پروتئین
و این کار با ست ا ها کافیسلولی باکتریدیواره شکاف کوچک در 

اما در استخراج  ،پذیر استمختلف تخریب سلولی امکان هایروش
طور گسترده شکافته شود. حتی نوع ای، دیواره باید بهاجسام توده
تخریب سلولی  برایای در انتخاب روش مناسب اجسام توده

ای با حلالیت و تاثیرگذار است. انواع مختلف اجسام توده
اجسام  ،بندیدر یک دسته .[3]دنود داروج یهای مختلفشکنندگی

اجسام  .شوندای به دو گروه کلاسیک و غیرکلاسیک تقسیم میتوده
و تر شکنندهای غیرکلاسیک در مقایسه با انواع کلاسیک توده

  .[4]دارندحلالیت بیشتری 
 هایروششده استخراج عصارهبرای تخلیص پروتئین مورد نظر از 

کروماتوگرافی تمایلی ها این روشیکی از  ،مختلفی وجود دارد
پذیر و است. اساس کروماتوگرافی تمایلی بر تعاملات برگشت

متصل به رزین  گروه عاملیاختصاصی بین پروتئین مورد نظر و 
  .[5]است استوارکروماتوگرافی 

  استفاده از ، رایج کروماتوگرافی تمایلی هایروشیکی از 
 دنبالهنوترکیب دارای  هایپروتئینفلزی برای تخلیص  هاییون

 دنبالهکنش بین برهم پایه. این روش بر استهیستیدینی 
 مس شده روی رزین که معمولاً هیستیدینی با یون فلزی تثبیت

)2+Cu(، نیکل )2+Ni(، ) 2کبالت+Co( و ) 2روی+Znهستند ( ،
شده به در نهایت برای جداسازی پروتئین متصل .[7	,6]استوار است

پروتئین از شیب غلظت ایمیدازول  هواسرشتغیر حالتن در رزی
آن از شیب ه واسرشت حالتعنوان مولکول رقیب هیستیدین و در به
pH  پروتئین مورد نظر با رزین  بردن شرایط بهینه اتصالبین ازبرای

همواره ها پروتئینتخلیص  فرآیند در. [8]ودشاستفاده می تمایلی
تلاش بر آن است که بیشترین میزان پروتئین مورد نظر 

  شود. سازیخالص
  برخی از سئوالات پژوهش حاضر شامل موارد زیر بودند:

ای تودهصورت اجسام به پاراتیدتریپروتئین امتزاجی نوترکیب آیا 
  بیان شده است؟ یا محلول

از آن  استخراج بهترین روش شده،بیانپروتئین با توجه به نوع 
  ؟چیستمیزبان باکتریایی 

ی (واسرشته یا شرایطدر چه  پاراتیدتریپروتئین امتزاجی نوترکیب 
با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی نیکل خالص  غیرواسرشته)

  ؟شودمی
هدف انتخاب بهترین روش استخراج پروتئین پژوهش حاضر با 

	.E( کلی اشریشیا باکتری میزبانپاراتید از امتزاجی نوترکیب تری
coli( آن با استفاده بهترین شرایط تخلیص  دستیابی به و در نهایت

  از کروماتوگرافی تمایلی نیکل انجام شد.

  هامواد و روش
در پژوهش تجربی حاضر برای سنجش مقدار پروتئین از روش 

گرم میلی١٠لیتر محلول برادفورد حاوی میلی۱۰۰میکروبرادفورد (
لیتر میلی١٠، %٩٥لیتر اتانول میلی٥ ،G250بلو کوماسی

لیتر آب مقطر است که از کاغذ میلی٨٥و  %٨٥اسیدفسفریک 
شد ) استفاده عبور داده شده است 	QL120	brand	Fisherصافی

شده در الکتروفورز ژل های بارگذاریسازی نمونهو نرمال
آمید بر مبنای تعداد باکتری با اکریلپلی -سولفاتدودسیلسدیم

  نانومتر صورت گرفت.۶۰۰حتساب دانسیته نوری در طول موج ا
 کلی اشریشیاباکتری  :سلول باکتری، محیط و شرایط کشت

BL21(DE3)  نوترکیب حاوی پلاسمیدpET‐28a  دارای ژن)
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 ابتدا در محیط لوریا [9] پاراتید)تری امتزاجی نوترکیب پروتئین
بیوتیک آنتیلیتر میکروگرم در میلی۵۰برتانی جامد حاوی 
 قرار داده شد. C۳۷°ساعت در دمای ۱۶مدت کانامایسین تلقیح و به

برتانی مایع  یک کلنی حاصل از کشت شبانه در محیط لوریاسپس 
بیوتیک کانامایسین تلقیح و لیتر آنتیمیکروگرم در میلی۵۰حاوی 

و سرعت  C۳۷°ساعت در انکوباتور شیکردار با دمای ۱۶مدت به
  گرفت.ر دقیقه قرار دور د۱۵۰چرخش 

 حاوی مایع برتانی لیتری تازه لوریامیلی۱۵و  ۱۵۰محیط کشت در 
به  ۱کشت شبانه به نسبت  ،کانامایسین لیترمیکروگرم بر میلی۵۰
نوری چگالی تا گرفت  قرار فوقتلقیح شد و در شرایط ذکرشده  ۱۶۰

سپس  برسد. ۷/۰تا  ۶/۰به حدود نانومتر ۶۰۰در طول موج آن 
به آن اضافه شد و  تيوگالاكتوزيدايزوپروپيلمولار القاکننده میلی۲/۰
قرار  C۲۸° دمای دردور در دقیقه ۱۵۰ساعت با سرعت ۱۶مدت به

  گرفت.
 سانتریفیوژ انجامرسوب سلولی هر نمونه با  :هاآوری سلولجمع

	universal توسط دستگاه 320	 R )Hettich (مدت به؛ آلمان
دور در دقیقه از محیط کشت جدا و محلول ۷۰۰۰دقیقه و با سرعت ۱۰

  رویی دور ریخته شد.
نمونه محیط کشت  چهاررسوب حاصل از  :سونیکاسیون

لیتر بافر ویژه شکست میلی۶لیتری جدا و هر نمونه در میلی۱۵۰
 مدتبه )۵٫۸برابر  pHو  مولارمیلیEDTA ۵مولار، میلی۵۰(تریس 
قسمت با تعداد  چهارهر  سازی شد.دقیقه در حمام یخ همگنیک

و با دامنه فرکانس (دور در دقیقه)  ۲۵و  ۲۰، ۱۵، ۱۰دورهای مختلف 
ثانیه پالس یک( دقیقهیکدقیقه و زمان استراحت یکمدت به ۴۰%
 مدل ثانیه بدون پالس)، در حمام یخ و با دستگاه سونیکاتوریکو 

BANDELIN	SONOPULS	HD	200  تحت امواج ماورای صوت
ها نمونهقرار داده شدند. محلول رویی و رسوب پس از سانتریفیوژ 

از هم دقیقه ۲۰مدت و به C۴° دور در دقیقه در دمای۷۵۰۰با سرعت 
هر نمونه در ژل از جدا و مقادیر مساوی از محلول رویی و رسوب 

  ند.آمید الکتروفورز شداکریلپلی -سولفاتدودسیلسدیم
لیتر محیط میلی۱۵۰رسوب مربوط به  :دن در نیتروژن مایعکرله

در  لیتر محیط کشتمیلی۱۵لیتر و رسوب مربوط به میلی۶کشت در 
هر نمونه سپس . ندحل شدذکرشده لیتر بافر ویژه شکست میلی۶/۰
نیتروژن مایع فریز و با دسته هاون کوبیده شد. محلول  بار توسط۲

دقیقه سانتریفیوژ با سرعت ۲۰ پس از هانمونهرویی و رسوب 
 آنهااز هم جدا و مقادیر مساوی از  C۴°دور در دقیقه در دمای ۷۵۰۰

  .ندالکتروفورز شد آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلدر ژل سدیم
  

لیتر محیط کشت در میلی۱۵۰رسوب حاصل از  ی:تخریب شیمیای
مولار، میلی۱۰۰ سدیمفسفاتلیتر بافر شکست شیمیایی (میلی۵۰

 ۴۵، ۳۰، ۱۵مدت به )۸برابر  pHو  مولار۸اوره  ،مولارمیلی۱۰تریس 
 لیترمیلیاز هر نمونه یک قرار گرفت.دقیقه در دمای اتاق ۶۰و 

دور در دقیقه در دمای ۷۵۰۰برداشته و پس از سانتریفیوژ با سرعت 
°C۴ از هم رسوب داده شد، سپس محلول رویی دقیقه ۲۰مدت و به

 - سولفاتدودسیلدر ژل سدیم آنهایر مساوی از جدا و مقاد
. همچنین میزان پروتئین کل ندالکتروفورز شد آمیداکریلپلی

برادفورد محاسبه وواردشده در فاز محلول با استفاده از روش میکر
  شد.

  

 ،محیط کشت لیترمیلی۱۵۰به رسوب حاصل از  :هموژناسیون
اضافه شد.  بخش بالاذکرشده در لیتر بافر شکست شیمیایی میلی۵۰

	Panda	Soavi,	Niro	GEAسپس با استفاده از هموژنایزر مدل 
PLUS	2000 ، بار صورت گرفت. ۵۰و  ۱۵تخریب سلولی تحت فشار
های و مراحل ذکرشده در روشلیتر برداشته میلیاز هر نمونه یک

  قبل، در هموژناسیون نیز تکرار شد.
   ۱۵۰به رسوب حاصل از  :سونیکاسیون همراه با تخریب شیمیایی

ذکرشده لیتر بافر شکست شیمیایی میلی۵۰ ،محیط کشت لیترمیلی
مطابق  در دقیقه دور۲۰ دور اضافه شد. سونیکاسیون در در بخش بالا
دقیقه در دمای ۶۰مدت انجام شد. سپس نمونه بهشده شرایط گفته
بقیه مراحل مانند قبل تکرار شد. همچنین در گرفت.  اتاق قرار

لتی دیگر، ابتدا تخریب شیمیایی و سپس سونیکاسیون صورت حا
  گرفت.

  

برابر 	۵۱۰نشده (شکسته هایسلولمیکرولیتر از ۵۰: کشت روی پلیت
شده با شکسته هایسلولشده در سرم فیزیولوژی) و رقیق
برتانی  لوریا جداگانههای مختلف، روی محیط کشت هایروش

کانامایسین کشت گسترده  لیترمیکروگرم بر میلی۵۰حاوی جامد 
  گرفتند.قرار  C°۳۷ساعت در دمای ۱۶مدت و به شدند داده
شده به شکسته هایسلولنشده و تمام شکسته هایسلولاز 
صورت گرم  آمیزیبرای آنها رنگلام تهیه شد و  ،مختلف هایروش

  گرفت.
  

با استفاده از کروماتوگرافی پاراتید تریتخلیص پروتئین امتزاجی 
حاصل محلول  لیترمیلی۴به  غیرواسرشته:تمایلی نیکل در شرایط 

 از تخریب سلولی به روش سونیکاسیون همراه با تخریب شیمیایی،
افزوده شد و سپس به مدت  مولارمیلی۱۰با غلظت نهایی  ایمیدازول

 - نیکل( Ni‐NTAرزین  لیترمیلییکساعت در ستون حاوی یک
. پس از قرار گرفت) ؛ آلمانکیاژن ؛اسیداستیکنیتریلوتری

و  لیترمیلی۴ وسیله، ابتدا ستون بهشدهمایع خارجآوری جمع
 مولار،میلی۲۰(ایمیدازول  شووبافر شست لیترمیلی۸سپس 
برابر  pHمولار و میلی۳۰۰ کلریدسدیم مولار،میلی۵۰ سدیمفسفات

شدن کنده منظوربهشد.  آوریجمع حاصل از آنو مایع شسته  )۸
از  پاراتیدتریهیستیدینی  دنبالهامتزاجی حاوی  هایپروتئین
 مولار،میلی۲۵۰بافر جداسازی (ایمیدازول  لیترمیلی۴رزین، 
برابر  pHو  میلی مولار۳۰۰ کلریدسدیم مولار،میلی۵۰ سدیمفسفات

شده از ستون مایع خارجعبور داده شد و سپس از ستون  )۸
شده در مراحل مختلف های خارج. تمامی نمونهآوری شدجمع

برده شدند  آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلسدیمتخلیص، روی ژل 
شده با استفاده از و در نهایت میزان پروتئین امتزاجی تخلیص

  آزمون میکروبرادفورد محاسبه شد.
با استفاده از کروماتوگرافی  پاراتیدتریتخلیص پروتئین امتزاجی 

حاصل از محلول  لیترمیلی۴ ه:تمایلی نیکل در شرایط واسرشت
تخریب سلولی به روش سونیکاسیون همراه با تخریب شیمیایی، 

 Ni‐NTAرزین  لیترمیلییکساعت در ستون حاوی یکمدت به
شده، ستون ابتدا مایع خارج آوریجمع. پس از قرار داده شد

شو (تریس وبافر شست لیترمیلی۸و سپس  ۴ وسیلهبه
برابر  pHمولار و ۸اوره  مولار،میلی۱۰۰ سدیمفسفات مولار،میلی۱۰
 هایشد. سپس بافر آوریجمع آناز  حاصلو مایع  شسته )۳/۶

اوره مولار، میلی۱۰۰ سدیمفسفات مولار،میلی۱۰(تریس  ۱ جداسازی
 سدیمفسفات مولار،میلی۱۰(تریس  ۲ )،۹/۵برابر  pHو  رمولا۸
(تریس  ۳) و ۵/۴برابر  pHمولار و ۸اوره مولار، میلی۱۰۰
) ۴برابر  pHو  مولار۸اوره مولار، میلی۱۰۰ سدیمفسفات مولار،میلی۱۰

دنباله امتزاجی حاوی  هایپروتئیناز ستون عبور داده شد تا 
شده از مایع خارج د.ناز رزین کنده شو پاراتیدتریهیستیدینی 

  .خوانده شد نانومتر۲۸۰ طول موج و جذب آن در آوریجمعستون 
شده در مراحل مختلف تخلیص روی ژل های خارجتمامی نمونه

برده شدند و در نهایت میزان  آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلسدیم
کروبرادفورد شده با استفاده از آزمون میپروتئین امتزاجی تخلیص



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــزاده ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــسپیده عباس ۴

  ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                          مدرس                                                                                                                          تربیت دانشگاه فناوریزیست

 نسبت به پروتئین کل %۵۰بیان بالای گیری محاسبه شد. اندازه
  .صورت گرفت FC	Ease	Alphaافزار توسط نرم

  

  هایافته
 پروتئین امتزاجیحاوی ژن  BL21(DE3) کلی اشریشیاباکتری 

القاکننده ماده  توسطکه  بودپاراتید ی تریینوترکیب دارو
  شد.بیان  تيوگالاكتوزيدايزوپروپيل

، بخش قابل توجهی از ٢٥و  ٢٠در دورهای در روش سونیکاسیون 
پروتئین امتزاجی مورد نظر وارد بخش محلول شد، اما همچنان در 

پاراتید در بخش رسوب های امتزاجی تریحدود نیمی از پروتئین
و  ٢٠تخریب سلولی در دورهای در بررسی لام و محیط کشت،  بودند.
). پروتئین امتزاجی مورد نظر به ١(شکل  طور کامل انجام شدبه ٢٥

  ای غیرکلاسیک بود.شکل اجسام توده
ها بیشتر وارد بخش پروتئینکردن در نیتروژن مایع در روش له

ها در دو علاوه، تفاوت چندانی بین شکست سلولرسوب شدند. به
طور حجم متفاوت مشاهده نشد و در هر دو حالت تخریب سلولی به

  ).٢(شکل  کامل صورت گرفت
های مختلف با بافر تخریب های باکتریایی که در زمانتمام نمونه

شیمیایی تیمار شده بودند، روی محیط کشت لوریا برتانی جامد 
رشد نکردند؛ اما در مشاهده لام مربوط به این روش تخریب، 

ها ها شکل ظاهری خود را حفظ کردند. بنابراین تخریب سلولسلول
ود، اما با ایجاد منافذ کوچک در غشای سلولی در این روش کامل ب

هایی که محلول بودند به بیرون سلول تنها بخشی از پروتئین
)، علاوه بر این بیشترین میزان پروتئین ٣تراوش کردند (شکل 

دقیقه ٦٠و  ٤٥مدت واردشده در فاز محلول در اثر تیمار شیمیایی به
  ).١بود (جدول  %٥/٢٣و به میزان 

  

  
الف) ژل ؛ ها با روش سونیکاسیونشکستن سلول )۱شکل 
) نشانگر وزن مولكولی ۱ :آمید مربوط بهآكریلپلی - سولفاتدودسیلسدیم

	Thermoپروتئینی  scientific	 دور ۲۵) رسوب حاصل پس از ۲، 26610
) رسوب حاصل ۴، دور سونیکاسیون۲۵) محلول رویی پس از ۳، سونیکاسیون

) ۶، دور سونیکاسیون۲۰محلول رویی پس از  )۵، دور سونیکاسیون۲۰پس از 
دور ۱۵) محلول رویی پس از ۷، دور سونیکاسیون۱۵رسوب حاصل پس از 

) محلول رویی پس ۹، دور سونیکاسیون۱۰) رسوب حاصل پس از ۸، سونیکاسیون
) ۲، نشده) باکتری شكسته۱ :شده مربوط بهب) لام تهیه؛ دور سونیکاسیون۱۰از 

دور ۱۵شده با ) نمونه شكسته۳، دور سونیکاسیون۱۰شده با نمونه شكسته
) نمونه ۵، دور سونیکاسیون۲۰شده با ) نمونه شكسته۴، سونیکاسیون

ج) کشت گسترده روی محیط کشت جامد ؛ دور سونیکاسیون۲۵شده با شكسته
) کشت ۲، دور سونیکاسیون۱۰شده با ) کشت گسترده از نمونه شكسته۱ :مربوط به

) کشت گسترده از نمونه ۳، دور سونیکاسیون۱۵شده با شكسته گسترده از نمونه
شده با ) کشت گسترده از نمونه شكسته۴، دور سونیکاسیون۲۰شده با شكسته
  دور سونیکاسیون۲۵

  
الف) ژل ؛ کردن در نیتروژن مایعلهها با روش شکستن سلول )۲شکل 
) نشانگر وزن مولكولی ۱ :آمید مربوط بهآكریلپلی - سولفاتدودسیلسدیم

	Thermoپروتئین  scientific	 ) محلول رویی پس از شكستن ۲، 26610
ها ) رسوب حاصل پس از شكستن سلول۳، لیتر)میلی۶حجم سلول با ها (سلول

حجم با ها () محلول رویی پس از شكستن سلول۴، لیتر)میلی۶حجم سلول با (
حجم سلول با ها (كستن سلول) رسوب حاصل پس از ش۵، لیتر)میلی۶/۰سلول 

) نمونه ۲، نشده) باکتری شكسته۱ :شده مربوط بهب) لام تهیه؛ لیتر)میلی۶/۰
حجم نمونه با شده () نمونه شكسته۳، لیتر)میلی۶حجم نمونه با شده (شكسته

) کشت ۱ :ج) کشت گسترده روی محیط کشت جامد مربوط به؛ لیتر)میلی۶/۰
) کشت گسترده از ۲، لیتر)میلی۶حجم نمونه با شده (شكستهگسترده از نمونه 
  لیتر)میلی۶/۰حجم نمونه با شده (نمونه شكسته

  

  
الف) ژل ؛ های باكتری به روش تخریب شیمیاییشكستن سلول )۳شکل 
) نشانگر وزن مولكولی پروتئین ۱ :آمید مربوطآكریلپلی - سولفاتدودسیلسدیم

Thermo	 scientific	 ) ۳، دقیقه۱۵) محلول تخریب شیمیایی در ۲، 26610
، دقیقه۳۰) محلول تخریب شیمیایی در۴، دقیقه۱۵رسوب تخریب شیمیایی در 

) محلول تخریب شیمیایی در ۶، دقیقه۳۰) رسوب تخریب شیمیایی در ۵
) محلول تخریب شیمیایی ۸، دقیقه۴۵) رسوب تخریب شیمیایی در ۷، دقیقه۴۵
 :شده مربوط بهب) لام تهیه؛ دقیقه۶۰شیمیایی در  ) رسوب تخریب۹، دقیقه۶۰در 
وسیله تخریب شیمیایی بعد از شده به) نمونه شكسته۲، نشده) باکتری شكسته۱
) کشت گسترده ۱ :ج) کشت گسترده روی محیط کشت جامد مربوط به؛ دقیقه۶۰

) کشت گسترده از ۲، دقیقه۱۵شده به روش شیمیایی بعد از از نمونه شكسته
) کشت گسترده از نمونه ۳، دقیقه۳۰شده به روش شیمیایی بعد از شكستهنمونه 
) کشت گسترده از نمونه ۴، دقیقه۴۵شده به روش شیمیایی بعد از شكسته
  دقیقه۶۰شده به روش شیمیایی بعد از شكسته
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  درصد حلالیت پروتئین کل) ۱جدول 
  (%)حلالیت پروتئین   هانمونه

بافر تخریب شیمیایی شده در نمونه باکتری شكسته
	١١	دقیقه١٥به مدت 

شده در بافر تخریب شیمیایی نمونه باکتری شكسته
	٤/٢٧	دقیقه٣٠به مدت 

شده در بافر تخریب شیمیایی نمونه باکتری شكسته
	٥/٣٢	دقیقه٤٥به مدت 

شده در بافر تخریب شیمیایی نمونه باکتری شكسته
  ٥/٣٢	دقیقه٦٠به مدت 

  آزمایش میکروبرادفورد حاصل شده است محاسبات براساس نتایج
  

بار ١٥بار، بیشتر از ٥٠ها با هموژناسیون تحت فشار شکستن سلول
بود اما با این حال در این روش تخریب سلولی نیز پروتئین 

طور قابل توجهی در هر دو بخش محلول و امتزاجی مورد نظر به
  ).٤رسوب وجود داشت (شکل 

مقدار  همراه سونیکاسیونبهتخریب شیمیایی  باتخریب سلولی  در
بسیار زیادی از پروتئین امتزاجی مورد نظر وارد بخش محلول شد، 

ای خود را از دست دادند و دیواره سلولی کاملاً ها شکل میلهسلول
). در نهایت در شرایطی که ابتدا ٥تخریب و شکسته شد (شکل 

 %٧/٩٧، سونیکاسیون و سپس تخریب شیمیایی صورت گرفت
  پروتئین کل سلول وارد بخش محلول شد.

هیچ پروتئین امتزاجی نوترکیبی با بافر در شرایط غیرواسرشته 
جداسازی از ستون خارج نشد و همه آنها در باندهای مربوط به بافر 

  ).٦وشو و محلول عبوری مشاهده شدند (شکل شست
شکل به  به رزین هیستیدینیپلی دنبالهاتصال  ،در شرایط واسرشته

 هاپروتئینشدن دلیل واسرشتهو به نیاز نداشتخاصی  فضایی
مقدار بسیار  ،در شرایط واسرشتهداد. کنش راحتی با نیکل برهمبه

شو از دست رفت وشست هنگامکمی از پروتئین نوترکیب امتزاجی 
جداکننده با  بافرهایبا استفاده از  آناما مقدار قابل توجهی از 

pH طبق روش )۷تخلیص شد (شکل  ۴و  ۵/۴ ،۹/۵های .
پاراتید میکروبرادفورد میزان پروتئین امتزاجی نوترکیب تری

  ازای هر لیتر محیط کشت بود.گرم بهمیلی۳۵۰شده، تخلیص
  

  
 ژل )الف ؛هموژناسیون روش به باكتری هایسلول شكستن )۴ شکل
 مولكولی وزن نشانگر )۱ :به مربوط آمیدآكریلپلی - سولفاتدودسیلسدیم

	Thermo پروتئین scientific	  سلولی تخریب از حاصل محلول )۲ ،26610
 محلول )۴ ،بار۱۵ فشار تحت سلولی تخریب از حاصل رسوب )۳ ،بار۱۵فشار  تحت
 سلولی تخریب از حاصل رسوب )۵ ،بار۵۰ تخریب سلولی تحت فشار از حاصل
 نمونه )۲، نشدهشكسته باکتری )۱ :به مربوط شدهتهیه لام )ب ؛بار۵۰ فشار تحت

 کشت ج) ؛بار۵۰ فشار تحت شدهشكسته نمونه )۳ ،بار۱۵ فشار تحت شدهشكسته
 شدهشكسته نمونه از گسترده کشت )۱ :به مربوط جامد کشت محیط روی گسترده
  بار۵۰ فشار تحت شدهنمونه شكسته از گسترده کشت )۲ ،بار۱۵ فشار تحت

  
دور ۲۰باكتری به روش تخریب شیمیایی همراه با های شكستن سلول )۵شکل 

) ۱ :آمید مربوط بهآكریلپلی - سولفاتدودسیلسدیمژل  )الف؛ سونیکاسیون
رسوب حاصل ) 26610 ،۲	scientific	Thermo نشانگر وزن مولكولی پروتئین

محلول حاصل از تخریب ) ۳، از تخریب شیمیایی و سپس سونیکاسیون
رسوب حاصل از سونیکاسیون و سپس ) ۴، ونشیمیایی و سپس سونیکاسی

؛ محلول حاصل از سونیکاسیون و سپس تخریب شیمیایی) ۵، شیمیاییتخریب 
  شدهشكسته نمونه) ۲، نشدهباکتری شكسته) ۱ :شده مربوط بهلام تهیه) ب
  

  
آمید مربوط به تخلیص پروتئین آكریلپلی - سولفاتدودسیلژل سدیم )۶شکل 

 )M؛ پاراتید توسط کروماتوگرافی تمایلی در شرایط غیرواسرشتهامتزاجی تری
	Thermoنشانگر وزن مولكولی پروتئین  scientific	 26610 ،C ( نمونه عبور

شوی ستون ونمونه حاصل از شست )W1، محلول عبوری )F، نشده از ستونداده
بافر شوی ستون با ونمونه حاصل از شست )W2، اول شو در مرحلهوبا بافر شست

ستون با بافر شوی ونمونه حاصل از شست )E، شو در مرحله دوموشست
  جداکننده

  

 
پاراتید توسط کروماتوگرافی تمایلی تخلیص پروتئین امتزاجی تریالف)  )۷شکل 

 )M :آمید مربوط بهآكریلپلی - سولفاتدودسیلژل سدیم در شرایط واسرشته
	Thermoنشانگر وزن مولكولی پروتئین  scientific	 26610 ،C(  نمونه عبور

شوی ستون ونمونه حاصل از شست )W1، محلول عبوری )F، نشده از ستونداده
شوی ستون با بافر ونمونه حاصل از شست )W2، شو در مرحله اولوبا بافر شست

شوی ستون با بافر ونمونه حاصل از شست )E1، شو در مرحله دوموشست
 )E3، ۲شوی ستون با بافر جداکننده ونمونه حاصل از شست )E2، ۱جداکننده 

 ب) نمودار مربوط به؛ ۳شوی ستون با بافر جداکننده ونمونه حاصل از شست
پاراتید توسط کروماتوگرافی تمایلی در شرایط تخلیص پروتئین امتزاجی تری

مرحله شو در وشو با بافر شستوشست )۸تا  ۵ ، محلول عبوری )۴تا  ۱؛ واسرشته
نمونه  )۱۷تا  ۱۴، شو در مرحله دوموشو با بافر شستوشست )۱۳ تا ۹، اول
شده حاصل از نمونه جمع )۲۴تا  ۱۸، ۱ حاصل از عبور بافر جداکننده شدهجمع

  ۳ شده حاصل از عبور بافر جداکنندهنمونه جمع )۲۷تا  ۲۵، ۲ عبور بافر جداکننده
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  بحث
هدف انتخاب بهترین روش استخراج پروتئین پژوهش حاضر با 

و  کلی اشریشیا باکتری میزبانپاراتید از امتزاجی نوترکیب تری
آن با استفاده از کروماتوگرافی بهترین شرایط تخلیص  دستیابی به

  تمایلی نیکل انجام شد.
طبق نتایج پژوهش حاضر پروتئین امتزاجی به شکل اجسام 

ندادن پروتئین یا راین، برای ازدستای غیرکلاسیک بود. بنابتوده
باید پروتئین امتزاجی مورد نظر موجود در بخش رسوب و محلول 

ویژه در شد که این کار از نظر اقتصادی بهطور جداگانه تخلیص میبه
صرفه نبود یا روشی برای استخراج انتخاب سازی بهمرحله انبوه

در بخش محلول  شد که در آن بیشترین میزان پروتئین امتزاجیمی
  قرار بگیرد.

شود، برای وقتی پروتئین نوترکیب در سیتوپلاسم باکتری بیان می
بسته به توان بهره برد. مختلفی می هایروشاستخراج آن از 

بودن شده و میزان محلولای تشکیلنوع اجسام تودهمقیاس عمل، 
ها را این روش توانمیشده، بیان هایپروتئینیا تاخوردگی صحیح 

نظری، انتخاب  موضوعاتعلاوه بر احتساب  .[3]کرد بندیاولویت
عملاً مختلف  هایروشکردن بهترین روش بدون آزمایش

مختلف بسته به ماهیت،  هایپروتئینزیرا  نیست، ذیرپامکان
در پژوهش  .دهندمینشان ها روشمتفاوتی را در این  رفتارهای

که در باکتری  پاراتیدتری برای استخراج پروتئین امتزاجیحاضر 
شده  نیاغیرکلاسیک بای صورت اجسام تودهبه کلی اشریشیا

  .گرفتمختلفی مورد آزمایش قرار های روش ،[9]بود
 بیش از نصف پروتئین این کهبا توجه به طبق نتایج پژوهش حاضر 

که بقیه آن پس از سونیکاسیون وارد بخش محلول شد و  مورد نظر
، انجام دو مانددر بخش رسوب باقی  هم داشتغلظت قابل توجهی 

محلول و  هایپروتئین سازیخالصروش مجزا برای بازیافت و 
صورت مختلف بههای روش نامحلول مقرون به صرفه نبود. بنابراین

شده جداگانه یا ترکیبی برای واردکردن بیشترین مقدار پروتئین بیان
  در بخش محلول مورد استفاده قرار گرفت.

، بخش کمتری استفاده شدکردن در نیتروژن مایع وقتی از روش له
نسبت به روش سونیکاسیون وارد بخش محلول شدند  هاپروتئیناز 

. بنابراین کردنمی را تامینپژوهش  که این هدف مورد نظر
 هاروش. یکی از این گرفتآزمایش قرار مورد  دیگرهای روش

ف روی باکتری آزمایش دو فشار مختل تحتهموژناسیون بود که 
  قبل بود. نتایج مانندنتایج همچنان  لیشد و

 هایپروتئین توانستتنها میروش شیمیایی  این کهبا توجه به 
 تنهایی قاعدتاً استفاده از آن به ،[3]محلول را از باکتری استخراج کند

صورت که بهپاراتید پروتئین امتزاجی تری %۱۰۰منجر به استخراج 
که  آنهابخشی از  فقطو  شدای بیان شده بود، نمیاجسام توده

از باکتری  توانستندتری بودند میتنیده شلدارای ساختار درهم
بنابراین این روش با سونیکاسیون ترکیب شد تا شوند. خارج 

ای که قادر به خروج از منافذ ریز جامانده از اجسام تودهبقایای به
با از باکتری خارج شوند.  بتوانندایجادشده با بافر شیمیایی نبودند، 

همراه با سونیکاسیون  شیمیایی تیمار با بافرموضوع، این به  توجه
محلول از رسوب،  بخشانجام شد. پس از سانتریفیوژ و جداسازی 

) وارد فاز محلول شده %٧/٩٧( های مورد نظرپروتئین %۱۰۰ تقریباً 
  بسیار مطلوب و قابل توجهی بود. نتیجهبودند که 

شده و با توجه به طراحی ز مقایسه نتایج آزمایشات انجاما
که دارای  پاراتیدگرفته در مورد ژن پروتئین امتزاجی تریصورت

رغم بیان یعلگفت توان می ،[9]ساختار سخت و بار منفی زیاد بود
پروتئین  هایمولکولشدن ایتودهادغام و  موجببالای باکتری که 

دهنده در سطح ساختار عاملی واکنش هایاگر گروه ،[10]شودمی
ه تشده وجود داشبیان هایمولکولبین دافعه یا نیروی  نباشند

ای دست یافت که با ترکیب روش توان به اجسام تودهباشد، می
به حالت محلول درآیند. این  شیمیایی و سونیکاسیون بتوانند کاملاً 

پروتئین  که روش شیمیایی به ساختار و عملکردزمانی ها یافته
استخراج و تخلیص  زمانن موارد در ینزند یا هنگامی که ا ایمهصد

پژوهش (مانند پروتئین امتزاجی مورد نظر  نداشته باشنداهمیت 
زیرا در عین اینکه  ،[11]دند بسیار ارزشمند باشنتوان) میحاضر

و از دسترس  اندای قرار گرفتهدر ساختار اجسام توده هاپروتئین
راحتی قابل جداسازی به ،شوندپروتئاز میزبان خارج میهای آنزیم
 سازیآسانی محلولبودن ساختار بهعلت شلبه در نهایت و [9]بوده
با سهولت بیشتری انجام دستی فرآیندهای پایینو سایر  شوندمی

نوترکیب  هایپروتئیندر تولید انبوه  مسالهخواهد شد. این 
و سبب کاهش دارد  چندین برابر یباکتری اهمیت وسیلهبه

بودن آنها صرفهبهو مقرون دستیپایینیندهای آفر هایپیچیدگی
  خواهد شد.

در تخلیص پروتئین، زمانی که پروتئین نوترکیب دنباله اما 
با استفاده از روش پروتئین نوترکیب را  توانمی، داردهیستیدینی 

جدا  هاپروتئینسایر از  بالاییکروماتوگرافی تمایلی فلزی با خلوص 
بودن یا نبودن پروتئین بسته به هدف تحقیق، محلول .[8]کرد

 گیری فضاییشکلهیستیدینی پس از  دنباله این کهنوترکیب یا 
قرار بگیرد، تخلیص در یکی از  آنپروتئین در کدام بخش از ساختار 

اول  مرحلهیا واسرشته انجام خواهد شد. در  غیرواسرشتهشرایط 
شرایط آزمایش است. اگر  کنندهتعیینهیستیدینی  دنبالهموقعیت 

گیرد که در  قرار ایگونههیستیدینی در ساختار پروتئین بهدنباله 
شده روی رزین کروماتوگرافی باشد، نیکل تثبیت هاییونمعرض 

خواهد داشت.  یتحنشده بر شرایط واسرشته ارجشرایط واسرشته
سد با حذف عامل ربه نظر میطبق نتایج پژوهش حاضر 

کننده در طول تخلیص، پروتئین شکل فضایی خاصی واسرشته
یافت و احتمالاً دنباله هیستیدینی در داخل آن پنهان شد و 

وشو از های نیکل اتصال برقرار کند، پس طی شستنتوانست با یون
  ستون خارج شد.

دنباله  گیریاگر جاینوترکیب نامحلول نیز  هایپروتئیندر 
فلزی قرار  هاییوندر معرض  ندکه بتوا باشد صورتینی بههیستیدی

صورت همزمان به تواندمیمجدد  تاخوردگی، عمل تخلیص و دگیر
پنهان در ساختار درونی پروتئین  هادنبالهانجام شود. اما اگر این 

شده برقرار فلزی تثبیت هاییونو نتوانند اتصال مناسبی با  شوند
و کروماتوگرافی  پروتئینشدن واسرشتهکنند، برای تخلیص به 
  .[12]است نیاز تمایلی در شرایط واسرشته

 درپاراتید تریتخلیص پروتئین نوترکیب امتزاجی  حاضر در پژوهش
و واسرشته با استفاده از کروماتوگرافی  غیرواسرشتهشرایط  دو

تخلیص  غیرواسرشته،تمایلی نیکل انجام شد که در شرایط 
پروتئین  ،اما در شرایط واسرشته ،اجی ناموفق بودامتز هایپروتئین

تخلیص شد. این مشاهدات گواه  مورد نظر به شکل کاملاً مطلوب
کننده، پروتئین احتمالاً با حذف عامل واسرشته آن است که

 کند که در آنپاراتید ساختار فضایی پیدا میامتزاجی نوترکیب تری
 تواندنمیو گرفته  قرار درونی ساختارهیستیدینی در بخش  دنباله

  .دفلزی متصل شو هاییونبه 
فعالیت پروتئین امتزاجی اهمیت  پژوهش حاضراگر چه در 

در شرایط  هاپروتئینباید توجه داشت که تخلیص اما  نداشت،
محصول  زیستیدر مواردی که فعالیت ویژه غیرواسرشته به

 زیرا رود،می، بازده فعالیت بالا داردکروماتوگرافی تمایلی اهمیت 
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همیشه موجب برگشت فرآیندی پیچیده است و مجدد  تاخوردگی
در این موارد  ،بنابراین .[10]طور کامل نخواهد شدهبساختار صحیح 

بیوانفورماتیکی در صورت امکان  ابزارهایبا استفاده از بهتر است 
در  هادنبالهطراحی کرد که این  شکلیبهژن پروتئین نوترکیب را 

  بخش بیرونی ساختار قرار گیرند.
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