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 چكيده
هاي  واکسن ساب يونيتي با استفاده از پروتئين توسعهکند،  دليل مشكلاتي که سوش واکسن بروسلا ملي تنسيس ايجاد مي هامروزه ب :مينهز

ها هنوز حاوي ميزان  درصد خلوص، اين پروتئين 33 از تر هاي نوترکيب با بيش دست آمدن پروتئين هب رغم علينوترکيب مد نظر است. 

هاي گرم منفي هستند. سميت  ساکاريدهايي همراه با غشاء بيروني باکتري ها، ليپوپلي اندوتوکسين هستند. اندوتوکسينزياد و مشخصي از 

هاي ايمني هستند  ها از جمله سلول از سلول بعضيرخدادهاي بيوشيميايي روي شاخص بر  ياثريک ذاتي اين ليپوپلي ساکاريدها داراي 

 .شده در شرايط آزمايشگاه تداخل ايجاد کنندانجام  هاي توانند در آزمايش‎و مي

از پس  بعد ترانسفورم شد. E.coli Bl21(DE3) درون باکتري هب omp31وdnak پلاسميدهاي بياني حاوي دوژن  :ها مواد و روش

درجه  22 محلوليت هر کدام معين شد. سپس بعد از بيان در عدمانتخاب کلوني مناسب با استفاده از روش وسترن بلات محلوليت و 

هاي نوترکيب تخليص گرديد. در  اوره، پروتئين ده ازااستف و روش تخليص با گاروزآ Ni-NTA ساعت با استفاده از روش 22مدت  به

 شد. استفاده و هم بدون آن )استاندارد( Triton X-114هم از روش همراه با دترجنت  Ni-NTA agaroseهنگام شستشو 

ترتيب با استفاده از روش استاندارد  به Omp31 و DnaKهاي نوترکيب  گرم از پروتئين ميلي 2و  22 ميزان العهطماين  در ها: يافته

ميزان اندوتوکسين در  عوض در درصد افت داشت. اما 22اين ميزان  ،ودبکه در روشي که دترجنت استفاده شده  حاليدر  آمددست  هب

 رسيد. گرم در ليتر ميلي EU 23/2 کمتر ازبود و به  هميزان بسيار زيادي جدا شد محصول نهايي به

منظور بيان، تخليص و جدا سازي از محصول پروتئين  هعنوان روشي مناسب ب تواند به مي مطالعهکار رفته در اين  هروش ب :گيري نتيجه

 کار رود. هفيزيولوژيكي مشابه ب خصوصياتهاي با  نوترکيب نهايي براي تمام پروتئين

 ن نوترکيب، تخليص، اندوتوکسين، بيانپروتئي :واژگان کليدي

ISMJ 2014; 17(4): 516-523 
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 مقدمه

های نوترکيب  پروتئيندر مقياس انبوه برای توليد 

يافته است. يکی از اين  کارهای مختلفی توسعه راه

پپتيدی کوچک است  1های ها استفاده از برچسب روش

ترين  ثير چندانی روی پروتئين ندارد. متداولأکه ت

 شامل گلوتاتيون های پپتيدی مورد استفاده برچسب

S-(2) ، پروتئين متصل شونده به مالتوز(1)ز ترانسفرا 

 (.3) باشد و هيستيدين می

درصد  59هايی با ‎دست آمدن پروتئين هب رغم علی

ها  ها، اين پروتئين از اين برچسب استفادهخلوص با 

صی از اندوتوکسين ميزان زياد و مشخ حاویهنوز 

ساکاريدهايی همراه با  ها، ليپوپلی هستند. اندوتوکسين

های گرم منفی هستند. سميت  غشاء بيرونی باکتری

 اثر شاخص بريک  ساکاريدها دارای ذاتی اين ليپوپلی

ها از  از سلول بعضیروی رخدادهای بيوشيميايی 

توانند در  های ايمنی هستند و می جمله سلول

ام شده در شرايط آزمايشگاه تداخل آزمايشات انج

حضور حتی مقدار کمی  بر اين، علاوه(. 4) ايجاد کنند

از اندوتوکسين در محتويات پروتئين مورد استفاده 

التهاب و  تواند میيا واکسيناسيون،  برای درمان و

و حيوانات آزمايشگاهی  ها ناک سپتيک در انسوش

  (.9) شود می

کامل  انبی، حذف تقريباًاجتناب از اثرات ج منظور هب

اندوتوکسين از محصول نهايی پروتئين نوترکيب قبل 

منظور تجويز و يا  هاز استفاده از اين پروتئين ب

شناسی سلول، ضروری  کاربردهای مرتبط با زيست

منظور  به متنوعی های تکنيکرسد. تاکنون  نظر می‎هب

های پروتئينی همراه با  حذف اندوتوکسين از محلول

 (.6) کار رفته است ههای متفاوتی از موفقيت ب درجه

اولترافيلتراسيون، اگرچه در حذف اندوتوکسين از آب 

                                                 
1
 Tags 

ها است.  ثر برای پروتئينؤثر است، اما روشی غيرمؤم

تواند باعث  زيرا فشار فيزيکی موجود در اين روش می

 2های آنيونی مبادله کننده (.7) ودها ش آسيب به پروتئين

  هبهرکه از مزايای حضور بار منفی برروی اندوتوکسين 

جذب برای  منظور ای به  گسترده طور بهبرند،  می

 . (8) اند اندوتوکسين استفاده شده

به منظور های اسيدی  پروتئينکه  وقتیبا اين وجود، 

ه اند، اين امکان ک اندوتوکسين استفاده شده نبرداشت

شده و باعث  3ها هم جذب بستر خود اين پروتئين

ئين شود، کاهش شاخصی در محصول نهايی پروت

های دارای شارژ خالص مثبت نيز  پروتئين وجود دارد.

با اندوتوکسين را  های قوی توانايی تشکيل کمپلکس

دارند، که در نتيجه اين احتمال هم وجود خواهد 

ها بر  ينداشت که در هنگام جدا سازی اندوتوکس

ها از اندونوکسين  ، اين پروتئينها آنمبنای بار منفی 

در نتيجه جدا نشده و در نتيجه در بستر گير بيفتند و 

 (.8) جز کاهش محصول ديده نخواهد شد حاصلی

 از قبيلهای با ميل اختصاصی به اندوتوکسين  جاذب

ليزين، -ال‎و پلی Bهيستيدين، هيستامين، پلی ميکسين 

سين را به داخل بستری که داخل آن جذب اندوتوک

های هيدروفوبيک و  واکنش از طريقاند،  قرار گرفته

  (.5) کنند الکترواستاتيک تسهيل می

ها، نياز به انجام  اين جاذب استفاده از مضراتز ا

چندين بار شستشو در هر بار جداسازی و نيز انجام 

کامل  ريباًقمنظور حذف ت هب متعدد عمل جداسازی

باشد که اين اعمال باعث کاهش  کسين میاندوتو

جدا سازی بر مبنای  (.8) محصول نهايی خواهد شد

شبيه  non-ionic های تشکيل فاز حاصل از دترجنت

Triton-X114 به‎ثر برای ؤعنوان روشی بسيار م

                                                 
2
 Anionic exchanger 

3
 Matrix 
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های پروتئينی  جداسازی اندوتوکسين از محلول

در دمای پايين نقطه تشکيل (. 11) توصيف شده است

ثری ؤم طور به Triton-X114 اين دترجنت،ابر 

کند. در دمای  ها جدا می اندوتوکسين را از پروتئين

بالاتر از نقطه تشکيل ابر دترجنت، اندوتوکسين در فاز 

دام  ههای هيدروفوبيک خود ب دليل ويژگی هدترجنت ب

آب دوست در  های که پروتئين خواهد افتاد. در حالی

با اين حال، اين روش  فاز مايع باقی خواهند ماند.

بر است و نياز به انجام چندين مرتبه مراحل  زمان

منظور کاهش اندوتوکسين  هجداسازی اندوتوکسين ب

بر اين، تغييرات دمايی  درصد دارد. علاوه 58ميزان  به

نيز ميزان  تواند منجر به تغيير حالت پروتئين شود و می

باقی  های پروتئينی در محلول Triton-X114اندکی از 

 (.11) بماند

که نشان داده شده است، اندوتوکسين  طور همان

در نظر  pHدما و  بهمقاوم  یعنوان مولکول تواند به‎می

در نظر شود  گرفته شود که اين ويژگی باعث می

جداسازی برای  pHگرفتن پارامترهايی مانند دما و 

پذير نباشد و به همين دليل حضور  امکاناين مولکول 

عنوان يکی از  بهن همراه پروتئين نوترکيب اندوتوکسي

 ترين مشکلات در مسير توليد پروتئين نوترکيب بزرگ

 (.12) خالص در نظر گرفته شود

تخليص  هنگامشود که در  می بررسی، روشی مطالعهدر اين 

آگاروز، ميزان  Ni-NTAپروتئين نوترکيب با استفاده از 

ميزان زيادی  بهنيز اندوتوکسين همراه پروتئين نوترکيب 

نشان دادن کاربردی بودن اين روش  منظور به. يابد میکاهش 

های  دو پروتئين نوترکيب بروسلا ملی تنسيس با ويژگی

 متفاوت مورد آزمايش قرار گرفت. 
 

 ها مواد و روش
 

 بيان

 و pET28a-dnak پلاسميدهای بيانی

 pDEST-omp31 درون  هتنسيس ب بروسلا ملی

با استفاده از شوک  E.coli Bl21(DE3) باکتری

ايم  نشان داده اخيراً درجه ترانسفورم شد. 42دمايی در 

که اين دو پلاسميد توانايی بيان دو پروتئين نوترکيب 

DnaK  وOmp31 بروسلا ملی تنسيس را دارند 

عنوان استارتر از  ساعته به 12يک کشت مايع  (.12)

سی  سی 911درون  هرکدام تهيه شد و اين کشت به

 ليتر گرم در ميلی ميلی 91 حاوی LBيط مح

های حاوی  )برای کشت باکتری بيوتيک کانامايسين آنتی

 ليتر گرم در ميلی ميلی pET28a-dnak )111 پلاسميد

 های حاوی پلاسميد سيلين )برای کشت باکتری‎آمپی

pDEST-omp31 از رسيدن  بعدگرديد و ( اضافه قبل

-دی-بتا-ايزوپروپيل 9/1 4به جذب نوری

مولار اضافه شد.  ( يک ميلیIPTGتيوگالاکتوپيرانوز )

درجه با سرعت  21ساعت در دمای 22مدت  سپس به

rpm2911  .سی از  سی 11گيری  از پلتهوادهی شدند

منظور بررسی حلاليت  ههای کشت ب هر کدام از محيط

 های بيان شده برداشته شد. و يا عدم حلاليت پروتئين

شد کرده با استفاده از های ر پليت حاصل از باکتری

دقيقه  21مدت  به rpm9111سانتريفيوژ با سرعت 

درجه برای استفاده در مراحل  -71دست آمد و در  هب

 . (12) بعد نگهداری شد
 

 :نوترکيب هاي تعيين حلاليت و عدم حلاليت پروتئين

از روش وسترن بلات استفاده گرديد. اين  تستاين  در

توان  یان پروتئين را م( هم بي1 روش دو مزيت دارد.

( هم پی به حلاليت و عدم حلاليت 2 اثبات کرد و

دست ‎هسی محيط ب سی 11های بيان شده برد. از  پروتئين

 رسوبدست آمد و اين  هب رسوبآمده در مرحله قبل، 

حل شد. از اين سوسپانسيون  PBS سی بافر در يک سی

ه ميکروليتر برداشته، دوبار 9و  3، 1طور جداگانه  هب

                                                 
4
 Optical Density 
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سانتريفيوژ کرده  rpm13111سوسپانسيون را با سرعت 

برداشت شد. به  ميکروليتر از مايع رويی 9و اين بار 

آوری شده بافر نمونه اضافه و در ژل  های جمع نمونه

آکريلاميد لود شد. تست وسترن بلات با استفاده از 

ن کونژوگه يديستيه یه پليمونوکلونال عل یباد یآنت

HRP توصيف داده  که قبلاً طور انهم 9شرکت روش

 (.14) شده است انجام گرفت
 

 رکيب و جداسازي اندوتوکسين از آنتخليص پروتئين نوت

 DnaK با مشخص شدن محلوليت پروتئين نوترکيب

با استفاده  Omp31 و عدم محلوليت پروتئين نوترکيب

های ‎تخليص پروتئين 6کياژناز دستورالعمل شرکت 

 منظور بهين تفاوت که نوترکيب صورت گرفت با ا

ای به موازات روش  جداسازی اندوتوکسين مرحله

استاندارد تخليص انجام گرفت که در اين روش به 

  درصد 1/1بافرهای شستشو ميزان 

Triton-X114 (USA ،Sigma)  اضافه گرديد. بعد

مولار  1از اتمام شستشو، با بافر حاوی غلظت 

آگاروز  Ni-NTAهای نوترکيب از  ايميدازول پروتئين

محلول  منظور جداسازی ايميدازول هم هجدا شد. و ب

درجه در بافر  4مدت يک شب در دمای ‎پروتئينی به

PBS .دياليز شدند 
 

نوترکيب و اندوتوکسين هاي  بررسي غلظت پروتئين

 ها همراه آن

روش برادفورد  دست آمده در هب های غلظت پروتئين

 از ا استفادهمنظور تعيين ميزان اندوتوکسين، ب هب

انجام  7لونزاشرکت دستورالعمل تهيه شده توسط 

در  Triton-X114نده ام در نهايت ميزان باقی .گرفت

با خوانش محلول  نوترکيب، پروتئيننهايی  محصول

                                                 
5
 Roche, Germany 

6
 Qiagen, Germany 

7
 Lonza, Switzerland 

 (.13) دست آمد هب OD 281پروتئينی در

 

 ها يافته
ترتيب  به Omp31و  DnaKهای نوترکيب  پروتئين

(. 1)شکل  هستند PBS فرمحلول و غيرمحلول در با

از بافرهای بدون اوره و  آنهابنابراين برای تخليص 

 دارای اوره استفاده شد. 
 

 
 کيلودالتون 48

 
 

 
 کيلودالتون 26

و  Dnakهای نوترکيب  ( آزمايش تعيين محلوليت و يا عدم حلاليت پروتئين1شکل 

Omp31 با استفاده از روش وسترن بلات 

ميکروليتر از ليزات  1 (2)های سونيکه شده  زات حاصل از باکتریميکروليتر از لي 9 (1)

( 4)رويی حاصل از سانتريفيوژ  ميکروليتر از ليزات مايع 2 (5)رويی حاصل از سانتريفيوژ ‎مايع

رويی  ميکروليتر از ليزات مايع 9 (3)رويی حاصل از سانتريفيوژ  ميکروليتر از ليزات مايع 3

 حاصل از سانتريفيوژ
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دست آمده از پروتئين نوترکيب  هپروتئين بميزان 

DnaK مراتب بيشتر از هبOmp31 (. 1)جدول  بود

ميزان بسيار ‎تواند به می Triton-X114استفاده از 

های  زيادی باعث جداسازی اندوتوکسين از پروتئين

 (. 1)جدول  شود نوترکيب 
 

ميزان اندوتوکسين همراه دو پروتئين نوترکيب ( 1جدول 

  ه با دو روش استاندار و روش دارايتخليص شد

 Triton-X114 

 ها
ونه

 نم
ام

 ن

p
H

ک
تري

لك
زوا

 اي

از 
ده 

تفا
اس

T
r
it

o
n

-X
1
1

4
 

ص
خلي

ط ت
راي

 ش

ين
وتئ

 پر
بي

زيا
با

 

E
U

 m
g

/1
 

DnaK 57/4  - N mg/l16 >11111 

  + N mg/l  13  19/1>  

Omp31 9/16 - D mg/l  4  >11111 
  + D mg/l  3  19/1>  

 

در محصول  Triton-X114 همچنين هيچ مقداری از

اين، غلظت نهايی  بر نهايی قابل رديابی نبود. علاوه

 دست آمده در روشی که  هپروتئين نوترکيب نهايی ب

Triton-X114  ،درصد روش  81استفاده شد

(. بايد به 1و جدول  3و  2 یها شکل) استاندارد بود

ها بايد در  اين نکته توجه داشت که تمام اين روش

 رجه صورت بگيرد.د 4دمای 
 

 
 کيلودالتون 48

درصد  12با استفاده از ژل  Dnak( بررسی مراحل تخليص پروتئين نوترکيب 2شکل 

 SDS-PAGEآکريلاميد در 
 

 (flow throughفلوترو) (5ليزات  (Fermentase SM 671 2)مارکر وزن مولکولی ) (1

های  فراکشن (2و5 ايميدازول مولار ميلی 2های حاصل از شستشو با بافر حاوی  فراکشن (5-4

پروتئين حاصل از شستشو با بافر  (3مولار ايميدازول  ميلی 41حاصل از شستشو با بافر حاوی 

  پروتئين نوترکيب حاصل از استفاده از روش استاندار (12مولار ايميدازول  ميلی 1

 )بدون استفاده از دترجنت(

 
 

درصد  12با استفاده از ژل  Omp31( بررسی مراحل تخليص پروتئين نوترکيب 3شکل 

 SDS-PAGEآکريلاميد در 

 (flow throughفلوترو) (5ليزات  (Fermentase SM 671 2)مارکر وزن مولکولی ) (1

 5(-3مولار ايميدازول  ميلی 2های حاصل از شستشو با بافر حاوی  فراکشن (5-4

پروتئين حاصل از  (12زول مولار ايميدا ميلی 41های حاصل از شستشو با بافر حاوی  فراکشن

 مولار ايميدازول ميلی 1شستشو با بافر 
 

 بحث
هيستيدين در توليد و تخليص  برچسب پلی

وسيله کروماتوگرافی ميل  های نوترکيب به‎پروتئين

( کاربرد زيادی دارد. IMACترکيبی فلز تثبيت شده )

IMAC  بر پايه اتصال بين يک يون فلزی مانند نيکل

مانند آگاروز و يک اسيد  یبسترک ي تثبيت شده روی

ترين اتصال را با  آمينه خاص است. هيستيدين قوی

يون فلزی تثبيت شده است  ها آنبسترهايی که روی 

 های بستر، پروتئين یکند. پس از شستشو‎برقرار می

بافر ستون يا اضافه  pHهيستيدين با تنظيم ‎پلی واجد

انايی اين شوند. تو سهولت خارج می هکردن ايميدازول ب

درصد  59 تواند بيشتر از روش بسيار بالاست و می

و  19) محصول نوترکيب خالص در اختيار ما بگذارد

توان پروتئين نوترکيبی  . اما با اين روش نمی(16

اندوتوکسين باشد. از اين رو  عاری ازدست آورد که ‎هب

های  منظور جداسازی مولکول هب متفاوتیهای  روش

کار رفته است.  هوتئين نوترکيب باندوتوکسين از پر

عنوان دترجنتی که  هب Triton-X114امروزه نقش 

ها  اندوتوکسين از پروتئين دارای توانايی جداسازی

 (.17) است، شناخته شده است

که با استفاده  کرديممعرفی را روشی ما  مطالعهدر اين 
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از اين دترجنت در مراحل شستشوی تخليص پروتئين 

هم مرحله تخليص توانيم  میهمزمان  رطو بهنوترکيب، 

 توان می و هم دهيما انجام رپروتئين نوترکيب 

گرم در  ميلی EU19/1اندوتوکسين را تا ميزان کمتر از 

کاهش داد. با استفاده از اين روش اصلاح شده، ليتر 

دست آمده  هدرصد محصول ب 81ميزان محصول نهايی 

موضوع  با استفاده از روش استاندارد است و اين

های قوی ميان اندوتوکسين و ‎دليل واکنش هب ً  احتمالا

پروتئين نوترکيب است که در هنگام جداسازی 

اندوتوکسين، قسمتی از پروتئين نوترکيب نيز همراه 

 شود. اندوتوکسين جدا می

و ( Reichelt) ريشلتای که توسط  در مطالعه

نيز از اين دترجنت  ها آنهمکاران انجام گرفته است، 

منظور جداسازی  هر مراحل شستشوی تخليص بد

اندوتوکسين از پروتئين نوترکيب استفاده کردند و 

درصد از  55از  های ما، بيشتر اند مشابه يافته توانسته

 ب نهايی جدا کنندينوترک اندوتوکسين را از محصول

هيچ  ها آن، اما محصول نهايی پروتئين نوترکيب (13)

د نداشت و اين روش استاندار‎کاهشی نسبت به

فيزيولوژيکی آن  خصوصياتدليل  هب تواند می

ها و اتصال کمتر با اندوتوکسين نسبت به  پروتئين

 های ما باشد.  پروتئين

مراحل شستشوی  Triton-X114استفاده از در نتيجه 

کم  تواند روش مناسب و تخليص پروتئين نوترکيب می

ميزان محصول نهايی با  ،ای باشد که در وقت کم‎هزينه

 . به ما بدهدرا حداقل از اندوتوکسين 
 

 سپاس و قدرداني
 را از خود سپاس و قدردانی مراتب مقاله اين نويسندگان

تهران و  یعلوم پزشک دانشگاه پژوهشی معاونت

 به دليل تهران ینا جهاد دانشگاهيپژوهشگاه ابن س

 .دارند‎اعلام می پژوهش اين اجرای و مالی های حمايت
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Abstract 

Background: New strategies are needed to protect against Brucella melitensis infection. Subunit vaccines 

offer a promising approach because they can stimulate both cellular and humoral immunity, so high 

production of recombinant protein with less content of endotoxin is desired. In present study, we described 

a method for expression and purification of B.melitensis recombinant DnaK(rDnaK) and Omp31(rOmp31) 

proteins while less content of endotoxins were detected in final product.  

Material and Methods: Recombinant pET-dnak and pDEST-omp31 plasmids were transformed into 

competent expression host E.coli BL21 (DE3). After induction by IPTG, bacteria were grown at 20
◦
C for 

22h. Then recombinant proteins were purified by Ni-NTA Agarose. Purification was done while two 

methods using Triton X-114 in washing steps and standard protocol (without detergent) were used in 

parallel.  

Results: rDnak and rOmp31 were purified by using Urea. We could obtain 20 and 8 mg recombinant 

proteins from rDnak and rOmp31 from 1 liter medium, respectively. The amount of endotoxins in final 

products was less content of 0.05 EU/mg. Furthermore, recovery of protein was up to 80% as compared to 

the standard protocol.  

Conclusion: The method used in this study, gives a product with very low extent of endotoxin, but 20% 

of recombinant proteins were lost. So we think the method described here can be used for purification and 

endotoxin removal of other recombinant proteins with similar physiologic properties. 
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