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 چكيده
شود، لذا يكي از نوترکيب استفاده ميهای ها، داروها و توليد پروتئينها، توليد واکسنهای مولكولي در تشخيص بيماریامروزه از روش :زمينه

های کايمريک با ژنآنتي های سنتتيک يا اصطلاحا  ژنهای هدف است. از آنجا که بيان پليمراحل مهم انتخاب وکتور مناسب برای کلون و بيان ژن

  .انجام شد هاژناينگونه آنتيبيان برای تور ميزان اهميت نوع وکای دارد، مطالعۀ حاضر به هدف ارزيابي وزن مولكولي بالا نياز به شرايط ويژه

 شرکت بيوماتيکطراحي و توسط  ليشمانيا اينفانتومانگل های هشت آنتي ژن مهم توپاپي از جفت بازی متشكل 0512توالي  ها:روش و مواد

ترانسفورم E.coli BL21 (DE3) باکتری بهو سپس  کلون pET32aو  pET25b بياني وکتوردو درون صورت جداگانه هتوالي ب، )کانادا( سنتز شد

 مورد ارزيابي قرار گرفت.بررسي و با وسترن بلات  SDS PAGEتوسط  ليزابه باکتری. تحت شرايط مشابه بيان شدندو 

ه است. نبودآميز موفقيت pET25bوکتور  نقص توسطکامل و بينوترکيب  و وسترن بلات نشان داد که توليد پروتئين SDS PAGEايج نت :هاافتهي

 .گرديد تأئيدو توليد آميزی صورت موفقيتهب pET32aدر وکتور  مذکور توپياپياين در حالي بود که پروتئين نوترکيب حاصل از بيان توالي پلي

مربوطه، از طرفي عدم موفقيت پروتئين ئيد أو تو شناسايي  pET32aتوپي درون وکتور اپيآميز توالي پليبا توجه به بيان موفقيت :یرگيجهينت

طور ههای موزائيكي خاص کم بودن ويژگي حلاليت ممكن است بنشان داد که در مورد بيان برخي توالي  pET25bوکتورحصول پروتئين در 

 کلي دستيابي به پروتئين را با مشكل مواجه کند بنابراين انتخاب نوع وکتور بياني بايد با دقت بيشتری صورت گيرد. 

 pET25b، وکتور pET32a، سطح بيان، وکتور ليشمانيا اينفانتومتوپي، اپيتوالي پلي کليدی: گانواژ
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 مقدمه

 کلون وجهت انجام  پلاسميدهم اکنون تعداد زيادي 

در دسترس صورت تجاري هب بيان پروتئين نوترکيب

هدف  بهها آنانتخاب هر کدام از معمولاً  که قرار دارند

ه، کمييت و کيفيت پروتئين نوترکيب مورد نظر مطالع

ترين خصوصيات موجود در اکثر است. مهم وابسته

بايد ژن  کهکلونينگ سايتي وکتورهاي بياني پروموتر، 

، نشاندار هايتواليها يا مورد نظر در آن کلون شود، تگ

کلون درون آن که قرار است ژني  جايگاه برش، قطعه

 أو مبد بيوتيكيمقاومت آنتيخاتمه دهنده،  شود،

باشد که متناسب با اهداف پروژه ميهمانندسازي مي

 (. 1بايست مورد توجه قرار گيرند )

ژني يا قطعات آنتي ژني سنتتيکساختارهاي پلي

هاي ژني مصنوعي هستند متشكل از کايمريک، توالي

وسيلۀ يک قطعۀ متصل هتعدادي سكانس ژني کوتاه که ب

اند و معمولاً برحسب نوع کننده به يكديگر وصل شده

(. 2هاي مولكولي متفاوتي خواهند داشت )طراحي، وزن

ز تدر مطالعاتي که محقق قصد کلون و بيان يک توالي سن

شده کايمريک براي توليد پروتئين نوترکيب با کمييت 

و کيفيت مناسب دارد، معمولاً انتخاب نوع وکتور بياني 

کلون و بيان  رود زيراشمار ميهاي مهم بهيكي از دغدغه

در مقايسه با کلون و بيان توالياين قطعات کايمريک 

هاي موجودات زنده طبيعي که عموماً از بافتهاي ژني 

هاي بيشتري همراه و پيچيدگي هابا چالشاند شده جدا

بازده عدم بيان يا  هاي مهم،چالشاين  است. يكي از

تواند به دلايل مختلفي از قبيل آن است که ميپائين 

سمي بودن پروتئين قبل يا بعد از القاء و گرايش يا 

 (. 2ها باشد )اختلاف کدون

با  بيانيهاي اخير انواعي از وکتورهاي در مطالعات سال

هاي ژنآنتي ازهاي نوترکيب هدف توليد واکسن

اند و در اکثر اين سنتتيک مورد آزمايش قرار گرفته

آميز بودن بيان، ميزان توليد ها با وجود موفقيتگزارش

است  رضايت بخش نبودهپروتئين نوترکيب از نظر کمي 

(5-3). 

کيلو باز  5/5 زي تقريباً معادلساي pET25bوکتور بياني 

به  است و مقاوم lac1نوعدارد و پروموترش از 

يا  HSVداراي دو توالي چسبان باشد. مي آمپيسيلين

His  در قسمتC- ۀتوالي نشان يکو بوده ترمينال 

pelB در قسمت N- شود سبب مي خود دارد کهترمينال

 پريه بتوالي کلون شده پس از بيان، مسير سيتوپلاسم 

. بنابراين در نهايت (Addgene) پلاسم را طي کند

د پلاسمي پيدا خواه پروتئين توليد شده جايگاه پري

گردد که پروتئين کرد. در واقع همين امر سبب مي

ري فولدينگ بهت ،نوترکيب از نظر ساختمان سه بعدي

 هاي بياني سيتوپلاسمي داشته باشدنسبت به پروتئين

مقايسه با سيتوپلاسم، محيط پري به دليل اينكه در .(6)

هايي است که پلاسم اکسيدکننده بوده و داراي آنزيم

تشكيل و ايزومريزاسيون پيوندهاي دي سولفيدي را 

کند. انتخاب اين وکتور زماني که هدف توليد کاتاليز مي

پروتئين فعال تاخورده با پيوندهاي دي سولفيدي است 

 (.8و  7يک امر رايج است )

تواند با انتخاب نوع وکتور، حلاليت پروتئين مي از طرفي

 . انتخابهاي کلون و يا نوع ميزبان تغيير کندجايگاه

  کيلو باز 5/7 نيز با وزني حدود pET32aوکتور بياني 

در  Sو  Trx ،Hisکه داراي سه تگ  T7و پروموتر 

باشد به همين مي Cدر انتهاي  Hisو يک تگ  Nانتهاي 

به دليل (. در واقع Addgene)گيرد هدف صورت مي

دوکسين رتيو تگ بهتوالي نوترکيب کلون شده اتصال 

A (TrxA)ايبهتري بر توانايي ، پروتئين بيان شده 

تشكيل پيوندهاي دي سولفيدي درون سيتوپلاسم 

صورت هبنابراين تجمع آن ب .کندمي پيدا باکتري

 در TrxA به عبارتي تگ يابد.اينكلوژن بادي کاهش مي

http://bpums.ac.ir/


 1399/ خرداد و تير 2سال بيست و سوم/ شماره                                                                 جنوب                   / طب 145

http://bpums.ac.ir 

ساختمان اين وکتور به افزايش حلاليت پروتئين 

و سطح بالاتري از بيان را فراهم  کردهنوترکيب کمک 

 (. 9و  6کند )مي

اي در رابطه با چگونگي بيان مقايسه حاضر ۀدر مطالع

جفت بازي در دو  1250يک سازۀ پليتوپيک مصنوعي 

با فراهم کردن  pET32aو  pET25bنوع وکتور بياني 

 ن مشابه در ميزبان يكسان انجام شده است. شرايط بيا

 

 هاروش و مواد

توپ  اپي 8از  متشكل توپياپيپلي ۀطراحي ساز

 ليشمانيا اينفانتومخطي 

 ليشمانيا اينفانتومژن مهم انگل آنتي 8پس از انتخاب 

(Gp63 ،TRYP ،CPA ،LACK، H2A ،H3 ،

70-HSP  11و-KMP)1 ها و بررسي توالي ژني آن

توپطور جداگانه از نظر اپيهر کدام به NCBIدر 

به ثبت رسيده بودند از نظر  IEDBهايي که در سرور 

پذيري، ميزان در ژنيسيته، هيدروفوبيسيته، انعطافآنتي

دسترس بودن، چرخش بتا و خطي بودن مورد بررسي 

فقط مهم ايمونوژن آنتي ژن  8 اين از ميان. قرار گرفتند

ناسايي شده در سرور توپ ششش مورد داراي اپي

وسيلۀ ابزارهاي هبژن ديگر آنتي 2مذکور بود و براي 

و  Bepipred ،Elliproموجود در سرور يعني 

DiscoTope با انتخاب بهترينبعمل آمد پيشگويي . 

توپ شناسايي شده براي توپ از ميان چندين اپياپي

نآو متصل کردن توالي  ،هر آنتي ژن در سرور مذکور

 ايپنج اسيدآمينهات اتصال دهندۀ قطع وسيلههها ب

 يک و گلايسين ۀشامل چهار اسيد آمين پذيرانعطاف

اپي چند سازۀ يک بصورت (10سرين ) آمينۀ اسيد

 . گرديد طراحي توپي

                                                 
1 GP63: Glycoprotein 63 or leishmanolysin, TRYP: tryparedoxin peroxidase, CPA: Cysteine Protease-A, LACK: Leish-
mania-activated C-kinase, Histone 2A, Histone 3, HSP70: Heat Shock Protein 70, KMP-11: kinetoplastid membrane pro-
tein-11.  

  توپيسازه چند اپي و بيان کلون

توسط  bp1250 معادل طولي شده با طراحي ۀسازسنتز 

دو  درونشرکت بيوماتيک )کانادا( انجام شد، سپس 

کلون گرديد. pET32a (Novagen )و  pET25b وکتور

برش  از جايگاه ورود براي وکتور اول در بدين ترتيب که

  BamH Iو  Nde I وسيله دو آنزيم محدودالاثرهب

(New England Biolab )از برش  و براي وکتور دوم

. پس از استفاده شد BamH Iو  Sal Iوسيله دو آنزيم هب

ييد اوليه جهت کلون شدن سازه ژني أکلونينگ، براي ت

مذکور، وکتورهاي کلون شده ابتدا سكانس شدند 

(Fazabiotechو سپس با برش آن )وسيله آنزيمهها ب

روي ژل  ( برBioRadهاي محدودالاثر و الكتروفورز )

در  توپياپيکلون شدن سازه پلي درصد 1آگارز 

 ييد قرار گرفت.أالذکر مورد توکتورهاي فوق

 يهر کدام از وکتورهائيد صحت کلونينگ، أپس از ت

  BL21(DE3) جداگانه به باکتري کلون شده

ند. باکتري ترانسفورم شده در دو محيط ترانسفورم شد

Terrific broth  وLB broth طور جداگانه کشت هب

درجه  18-20 و 37داده شد. سپس هر ارلن در دو دماي 

گراد همراه با چرخش دوراني به مدت يک شب سانتي

با  OD=6/0انكوبه و در زمان مناسب يعني رسيدن به 

 مولارميلي 1و  5/0 يعني IPTGدو رقت مختلف از 

 . القاء شدند

 

اکريل آميد ژل سديم دو دسيل سولفات پلي

 ( و وسترن بلاتSDS PAGEالكتروفورزيس )

ي در توپ اپيپليحاصل از بيان ژن پروتئين نوترکيب 

( و 11) SDS-PAGEوسيله تست ههر دو وکتور ب

  درصد 12اکريل آميد ژل پليبا استفاده از 
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(mini Protein BioRad )مورد بررسي قرار گرفت. 

هوپ بتوالي پليت فاقد وکتورداراي  ميزباناز باکتري 

 انجام کنترل استفاده گرديد. پس از عنوان

SDS-PAGE آميزي هر ژل توسط کوماسي و رنگ

هاي مختلف موجود در رديفي از پروتئين G250بلو 

ور ئيد حضأباکتري مشاهده گرديد که جهت ت بهليزا

 ،يا عدم حضور باند پروتئين نوترکيب مورد نظر

وينيليدين وسترن بلات با استفاده از غشاء پلي

( و به روش انتقال مرطوب و در PVDFفلورايد )دي

انجام شد. در اين مرحله، بلاتينگ از  BioRadتانک 

 به تگبادي نشاندار طريق اتصال اختصاصي آنتي

هيستيدين  اسيد آمينۀ ششصورت به)که  تيدينهيس

وکتور  در متصل به توالي اصلي پروتئين نوترکيب

 .طراحي شده است( انجام شد

 

 

 هايافته
درون وکتورهاي کايمريک پس از کلون شدن توالي 

pET25b  وpET32aر کلونينگ د ييدأ، براي بررسي و ت

 و BamH Iاول، برش قطعۀ کلون شده با دو آنزيم  وکتور

Nco I  ژل انجام شد و سپس محصول هضم شده بر روي

 1250الكتروفورز و وجود قطعه ژني  درصد 1آگاروز 

ان قرمز رنگ( و براي ييد گرديد )پيكأجفت بازي ت

pET32a  با مقايسۀ وزن مولكولي حاصل از وکتور کلون

درصد  1ژل آگاروز وکتور دست نخورده روي شده و 

براي اطمينان از اينكه سكانس  .(1 شكلاينكار انجام شد )

اپي توپي سنتز شده همان سكانس سفارش داده سازه پلي

شده است، قطعۀ کلون شده در هر دو نوع وکتور مجدداً 

تعيين توالي گرديدند. نتيجۀ مقايسۀ سكانس تعيين توالي 

 99شده با سكانس ارائه شده توسط شرکت سازنده، بيانگر 

شباهت بود که به علت خوانده نشدن يک يا دو درصد 

 مداد گرديد.نوکلئوتيد طبيعي قل

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 قطعۀ کلون شده 4ستون مارکر،  3هاي ستونوکتور کلون شده،  2هاي ستونوکتور سالم،  1هاي ستون( درصد 1الكتروفورز ژل آگاروز ) (1 شكل
 

در مرحلۀ بهينه کردن شرايط بيان، معلوم شد باکتري 

که محيطي  Terrific brothترانسفورم شده در محيط 

درجۀ  18-20تر است رشد بهتري داشته و در دماي غني

القاءگر قدرت بيان  مولارميلي 5/0 گراد با رقتسانتي

براي دست يافتن به پروتئين نوترکيب خواهد بيشتري 

اپي توپي بيان توالي پلي بررسي که نتيجۀ 2 شكل داشت.
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 pET25b هايميزبان وکتورعنوان هب 21BLباکتري در 

دهد، را نشان مي SDS-PAGE وسيلۀهب pET32a و

ابتدا وجود  pET25bبراي وکتور باندهاي ظاهر شده 

کيلودالتوني ناشي از بيان سكانس ژني کلون  43پروتئين 

شده را تا حدودي نشان داد و ژل حاصل از الكتروفورز 

، وجود يک pET32aليزابه باکتري حاوي وکتور 

توپ مولتي اپيکيلو دالتوني )مجموع توالي  63پروتئين 

صورت هچسبيده به پروتئين اصلي( را ب trxو تگ 

عد، در مرحلۀ ب ييد کرد )پيكان قرمز رنگ(.أتقريبي ت

ئيد باندهاي مشاهده شده روي أبراي رفع ترديدها و ت

  (.3 شكل)آميد تست وسترن بلات انجام شد ژل اکريل

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ليزابه باکتري ترانسفورم شده با وکتور فاقد  2مارکر، ستون  1)ستون  pET25b( سمت راست بررسي بيان در وکتور درصد 12ژل اکريل آميد ) (2 شكل

 3ون پلت کنترل، ست 2مارکر، ستون  1)ستون  pET32aليزابه بيان( و سمت چپ بررسي بيان در وکتور  4ليزابه زمان صفر، ستون  3سكانس سنتز شده، ستون 

 سوپرناتانت ليزابه بيان( 4سوپرناتانت کنترل، ستون 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 pET32aليزابه بيان( و سمت چپ بررسي بيان در وکتور  2مارکر، ستون  1)ستون  pET25bوسترن بلات سمت راست بررسي بيان در وکتور  (3 شكل

 ليزابه بيان( 2مارکر، ستون  1)ستون 
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آميد مرحلۀ قبل در اين تست که دقيقاً با تكرار ژل اکريل

انجام شد،  hisبادي نشاندار ضد تگ و با استفاده از آنتي

کيلودالتوني حاصل از بيان ژن  63صورت واضح باند هب

ظاهر گرديد )پيكان قرمز  pET32aکلون شده در وکتور 

 وسترن بلات نتيجهکه  شكلت رنگ( و در سمت راس

را  pET25bباکتري ترانسفورم شده با وکتور  بهليزا

 که ظاهر شدکيلودالتوني  30باندي تقريباً دهد، نشان مي

به دليل عدم تطابق با وزن مولكولي پروتئين نوترکيب 

لازم به ذکر  نظر گرفته شد. مورد انتظار، بيان ناموفق در

است براي اطمينان از صحت نتايج مشاهده شده، تمام 

ئيد بيان پروتئين نوترکيب در هر دو أمراحل بررسي و ت

 نوع وکتور سه بار تكرار شده اند.

 

 بحث
هاي اخير با گسترش رو به رشد آزمايش و توليد در سال

هاي نوترکيب، محققين بنا به ضرورت و اقتضاي واکسن

انواعي از وکتورهاي کلونينگ و بياني  ات خودمطالع

هاي گوناگون را مورد استفاده ساخته شده توسط شرکت

 نوعدر اين به چاپ رسيده هاي اند. در گزارشقرار داده

ها و بيان آندر کلونينگ ژنمطالعات با وجود موفقيت 

کيفي  و، ميزان توليد پروتئين نوترکيب از نظر کمي ها

ممكن است به دليل حائز اهميت است که اين خود  مبهم

نبودن ذکر آن در مقاله توسط نويسنده باشد. از آنجا که 

هاي گزارش تجربيات مختلف هنگام انجام آزمايش

هاي بيوتكنولوژي خصوصاً در رابطه با بيان پروتئين

تواند در پيشرفت اين زمينۀ رو به رشد نوترکيب مي

ا حاضر، بکمک شايان توجهي بكند برآن شديم مطالعۀ 

هدف بررسي اختصاصي دو نوع وکتور بياني جهت 

دستيابي به يک پروتئين سنتتيک را انجام دهيم به اميد 

                                                 
 Modified 

اينكه براي تحقق اهداف ديگر مطالعات بيوتكنولوژي 

 سودمند واقع گردد.

 وملكرد ع ي نوترکيب باپروتئين توليد حاضر ۀدر مطالع

ذيري و پحلاليتو در عين حال داراي ساختار مناسب 

در استخراج و جداسازي مورد توجه قرار سهولت 

و  pET25bگرفت، و بر اين اساس وکتورهاي 

pET32a  جهت رسيدن به اين اهداف انتخاب و مورد

  اي قرار گرفتند.بررسي مقايسه

اي مروري در مقاله( Rosano) در همين راستا روزانو 

نوترکيب هاي به مسائل موجود در پروسۀ بيان پروتئين

پرداخته و بيان  E.coliها در هاي غلبه بر آنو راه حل

نمي ان،ميزب و پلاسميد دقيق انتخاب از پس کند حتيمي

 شكل هب و زياد مقدار به پروتئين که کرد بينيپيش توان

وجود اين احتمال يعني  ( و2در آيد ) محلول فعال

همه تواند پيدايش مشكل در رابطه با بيان پروتئين مي

 چيز را پيچيده کند.

نيز در پژوهش خود به اين ( Liu & Yang)ليو و يانگ 

 ابنظير انتخ استراتژي بيان اند که انتخابنتيجه رسيده

 و خلوص مقدار مورد نياز، به توجه با ميزبان و وکتور

در  .(6زيادي تعيين گردد ) دقت بايد با پروتئين فعاليت

کتور مستقيم نوع وثير أجستجويي که با هدف بررسي ت

اي بر اساس مقايسۀ سه بر بيان صورت گرفت، مطالعه

يافت  2نوع وکتور بياني با پروموترهاي اصلاح شده

 Green (GFP) پروتئينبيان  گرديد که طي آن

Fluorescent Protein  هاي لاکتوباسيلوس گونهدر

ثر ؤها به مگيري آنروتري مقايسه شده است. در نتيجه

پروموترهاي طراحي شده به عنوان يک جايگزين بودن 

ثيرگذار در وکتورهاي بياني قابل القاء با نايسين جهت أت

(. در 12هاي هترولوگ اشاره شده است )بيان پروتئين

نيز در ريسرچ  pET25bرابطه با گرفتن بيان از وکتور 
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صورت موردي هتبادل نظرهايي وجود داشت و ب 3گيت

اين وکتور توسط تعدادي محقق چالش نداشتن بيان با 

طور مورد بررسي و نظرخواهي قرار گرفته است. همان

که در قسمت مقدمه راجع به ساختمان وکتورهاي 

از وکتور  pET25bمنتخب گفته شد وجه تمايز وکتور 

pET32a ه به نامتوالي نشان وجود يک pelB باشد مي

که سبب هدايت پروتئين بيان شده از سيتوپلاسم به 

شود و از آن طرف باکتري ميپلاسمي ضاي پريف

pET32a  داراي يک تگTrxA  اختصاصي براي

افزايش حلاليت پروتئين بيان شده است. لذا با توجه به 

برخورداري مشترک هر دو وکتور از يک نوع پروموتر 

عدم  توان به اين نتيجه رسيد کهمي T7مشابه يعني 

مشاهدۀ باند مورد انتظار از پروتئين نوترکيب خصوصاً 

بعد از انجام آزمايش وسترن بلات براي ليزابه باکتري 

سمت راست(، ناشي  3 شكل) pET25bحاوي وکتور 

از عدم توانايي توليد پروتئيني محلول با ساختار مناسب 

که اين محدوديت طوريهتوسط اين وکتور بوده است ب

يک تگ با توانايي افزايش حلاليت به  با اضافه شدن

پروتئين تا حدود زيادي برطرف شده و منجر به حصول 

 كلشپروتئين نوترکيب در ليزابه باکتري گرديده است )

سمت چپ(. با توجه به اينكه در آزمايش وسترن  3

يک باند  pET25bبلات ليزابه باکتري حاوي وکتور 

 ستفاده از منابع درظاهر شد، با اکيلودالتوني  30تقريباً 

دسترس به بررسي اين موضوع پرداختيم و جالب اينكه 

 اناي مواجه شديم که توسط محمود و همكاربا مقاله

اند چنانچه باند نوشته شده و در آن بيان کرده

بادي مشاهده تگ آنتيغيراختصاصي با استفاده از هيس

هاي ديگر حاوي شد ممكن است به دليل وجود پروتئين

(. در صفحات 13ارهاي هيستدين درون ليزابه باشد )تكر

نيز در چنين  Bio-Radبلات شرکت يابي وسترنعيب

                                                 
.هاي علمي استعلمي براي پژوهشگران، دانشمندان، استادان و دانشجويان سراسر جهان در جهت ارتباط، همكاري، پرسش و پاسخ و مبادله شبكه اجتماعي يک 

موردي دلايلي نظير هضم شدن پروتئين هدف، وجود 

و باز هم  mRNAهاي حاصل از اسپلايسينگ پروتئين

وجود پروتئين ديگري با برخورداري از چند تكرار 

 (.    14) هيستيدين در ليزابه مطرح شده است

آميزي طور کاملاً موفقيتهب pET25bبه هر حال وکتور 

هاي نوترکيب در مطالعات مختلف براي بيان پروتئين

 ديگري با ساختار متفاوت مورد استفاده قرار گرفته 

به وفور استفاده خواهد شد و اين  ( و حتماً 17-15)

توجه ما را به فاکتور مهم ديگر يعني نوع توالي طراحي 

 هايتواليه در آزمايش معطوف کرد مبني بر اينكه شد

هاي مختلف با توپمتشكل از اپي کايمريک ژنيآنتي

احتمالاً با مشكل عدم يا ضعيف وکتور استفاده از اين 

طور که روزانو و بودن بيان مواجه خواهند شد. همان

 بيان در يابيهاي عيبنيز معتقدند استراتژي انهمكار

 ئيناختصاصي پروت اوقات بعضي نوترکيب پروتئين

در شرايط گرچه بيان اينگونه قطعات ژني . (2هستند )

ها براي سلول به دليل احتمال سمي بودن آننرمال هم 

سطح بيان هم رفته  رويخالي از اشكال نيست و  ميزبان

دست آمده ههاي طبيعي ببيان ژنتري نسبت به ضعيف

اين موضوع با  (، اگر18-21از موجودات زنده دارند )

مسالۀ توانايي وکتور براي توليد پروتئين محلول همراه 

 وجود خواهد آورد. هشود يقيناً چالشي جدي ب

 

 گيرینتيجه

وترکيب ن پروتئيننتايج اين مطالعه نشان داد که توليد 

با اشكالاتي همراه است که حتي  pET25bمحلول در 

الاً به احتمبلات نيز قابل تشخيص نبود و اين با وسترن

دليل شرايط خاص سازۀ طراحي شده که متشكل از اپي

هاي مختلف بوده و براي توليد موفق احتياج به توپ

فاکتوري جهت افزايش حلاليتش در سلول باکتري 
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با  pET32aميزبان بوده است رخ داده. وکتور بياني 

افزايش حلاليت پروتئين نوترکيب در موفق بودن بيان و 

 ثرتر عمل کرد. ؤن پروتئين مقابل حصول شد

يابي بيان هاي عيبطور که گفته شد در استراتژيهمان

مسائل زيادي مورد بررسي قرار گرفته است و در اين 

ثير نوع وکتور بر بيان ساختار خاصي از پروتئين أت ،مطالعه

نوترکيب تا حدودي آشكار گرديد. بنابراين پيشنهاد مي

مشابه يا متفاوت همچنين شود با استفاده از وکتورهاي 

ئيد يا رد اين أهايي جهت تهاي سنتتيک ديگر بررسيسازه

ادعا صورت گيرد تا با مقايسۀ نتايج حاصل از مطالعات 

 بندي معتبرتري برسيم. مختلف به جمع

در دانشگاه علوم پزشكي بوشهر انجام شده  اين پژوهش

 .تحت حمايت مالي هيچ سازمان يا ارگاني نبوده است و
 

 منافع تضاد

  انيب سندگانينو توسط منافع تعارض گونه چيه

  .است نشده
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Abstract 

Background: Molecular methods are nowadays used to diagnose diseases, produce vaccines, drugs and 

recombinant proteins. Therefore, one of the important steps in these procedures is selecting the appropriate 

vector for cloning and expression of the target genes. Because the expression of synthetic polygenes or  

so-called chimeric antigens with high molecular weight requires special conditions, the aim of this study 

was to evaluate the importance of vector type for expression of such antigens. 

Materials and Methods: The 1250bp sequence consisting of epitopes from eight important antigens of 

Leishmania infantum parasite was designed and synthesized by Biomatic Company (Cambridge, Canada). 

The sequence was cloned separately in two expression vectors pET25b and pET32a and then transformed 

into E.coli BL21 (DE3) and expressed under similar appropriate conditions. Bacterial lysates were analyzed 

by SDS PAGE and evaluated by Western blotting. 

Results: of SDS- PAGE and Western blot analysis showed that intact recombinant protein production by 

pET25b vector was not successful. However, the recombinant protein resulted from the expression of the 

aforementioned poly-epitope in pET32a vector was successfully produced and confirmed.    

Conclusion: According to the successful expression confirmation of the poly-epitopic sequence within the 

pET32a vector and furthermore the failure to obtain protein in the pET25b vector showed that in the case of 

some specific mosaic sequences expression, protein isolation will be difficult because of low solubility. So, 

the expression vector choose should be made more carefully. 
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