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 چكيده
 نيا جداکند. نابالغ نيپروتئ از را خود ن،يپروتئ شيرايپ نديفراي ط در تواند يم که است نيپروتئي دروني ها بخش (INT) نينتئيا :زمينه

 اعمال اثر در آن،ي خود به خود برشي ژگيو وي نيپروتئي توال نيا از ندارد.ي خاص کوفاکتور اي ميآنز به اجياحت ،شدن جداي براي توال

 ن،يپروتئ صيتخلي ها روش هيبق به نسبت روش نيا تيمز شود. يم استفاده نيپروتئ صيتخل جهت دري وليتي القا اي و pH دما، رييتغ

 قيتحق در کند. يم تياهم حائزي اقتصاد لحاظ از را روش نيا که باشد يم پروتئاز حذف مراحل وي پروتئازي ها ميآنز به اجياحت عدم

 است. گرفته قراري ابيارز مورد آن انيب زانيم و شده ديبريه INT باي ملكول صورت هب نياکور نيئفوتوپروت حاضر

 مرهايپرا از استفاده با بود شده کلون pET21a وکتور دروني قبل مطالعات در که نياکور کننده رمز ژن قيتحق نيا در :ها روش و مواد

 pTY-aequorin وکتور سپس د.يگرد کلون است، INT دنبالهي حاو که ،pTYB21 وکتور دروني اختصاص محدودگري ها ميآنز و

 بلات وسترن ،(Electerophoresis) الكتروفورزي ها کيتكن با و شد داده انتقال ER2566ي انيب هيسو E.coliي باکتر به حاصله

(Western Blot) ترادف نييتع و (Sequencing)، د.يگردي بررس ها کلون صحت  

 کلون حيصح صورت به pTYB21 وکتور روند PstI و SapIي ميآنزي ها گاهيجا نيب نياکور نيفوتوپروتئ درآورنده رمز هب ژن :ها يافته

 د.يگرد دييأت مرسومي ها روش از استفاده با نينتئيا -نياکوري ديبريه نيپروتئ انيب و ديگرد

 شد. دييأتي ملكولي ها روش از استفاده با INT به صلمت وي ديبريه حالت در ن،ياکور نيفوتوپروتئي ژن سازه ساخت :گيري نتيجه

  دهد. يم نشان راي سلولي ها نيپروتئ مجموعه درصد 91 از شيب انيب درصد ،INT با شده متصل حالت در نياکور انيب زانيم نيهمچن

 .نياکور نيفوتوپروتئ ان،يب کلون، ن،يپروتئ شيرايپ ن،ينتئيا :کليدي واژگان

ISMJ 2015; 17(6): 1168-1175 
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 مقدمه

 است. نيپروتئی درون بخشی معن به 1(INTن)ينتئیا

 دو کهی زمان 1991 سال در بار نياول اصطلاح نیا

 اضافهی رو بر رای ا گسترده تيفعالی قاتيتحق گروه

 بودند کرده آغاز VMA1 ژن درونی ا قطعه کردن

 میآنز درآورنده رمز به مذکور ژن .شد مطرح

ATPase ایزیسرو سيسیساکاروما مخمر ازیی غشا 

 کنندهیی شگويپ مذکور ژنی دينوکلئوت ترادف است.

 111 حدودی وزن و نهيدآمياس 1101 بای نيپروتئ

 VMA1 نيپروتئی واقع اندازهی ول است لودالتونيک

 فقط الکتروفورز، از استفاده بای ليتکم شاتیآزما در

 دهیا اساس نیا بر آمد. دست هب دالتون لويک 70

 بالغ نيوتئپر ديتول جهت هياول 2نيپروتئ شیرايپ

 INT جهينت در د.یگرد مطرح mRNA شیرايپ مشابه

 mRNA اگزون معادل را 3نياکست و نترونیا معادل را

ی دست بالا نياکست کردند. فیتعر هياول نيپروتئی برا

 نام بهی دست نیيپا نياکست و 4نيآم نياکست عنوان به

 گرید انيب به شدند.ی گذار نام 5ليکربوکس-نياکست

 سبب که هياول نيپروتئی ا ترجمه زا پس تيفعال

 به N-Extein اتصال و INT حذف

C-Extein که نامند یم 7نيپروتئ شیرايپ را شود یم 

 باشد یم INT و بالغ نيپروتئ ند،یفرا نیا محصول

(7-1.) 

 اثر در و دارند خودشکافنده حالت ها یتوال نیا

 هدف نيپروتئ از ،یوليتی القا ای و pH دما، راتييتغ

 جهت در تيخاص نیا از توان یم که شوند یم جدا

 تیمز نمود. استفاده نيپروتئی ا مرحله کی صيتخل

                                                 
1
Intein )Internal Protein( 

2
Protein Splicing 

3
External Protein 

4
N-Extein 

5
C-Extein 

6
Protein Splicing 

 نيپروتئ صيتخلی ها روش هيبق به نسبت روش نیا

 حذف مراحل وی پروتئازی ها میآنز به اجياحت عدم

 لحاظ از را روش نیا که (،0 و 7) باشد یم پروتئاز

 ساسا نیا بر کند. یم تياهم حائزی اقتصاد

 بازار به pTYB21 و pTXB1ی تجاری وکتورها

 اتصال قابل نيدوم به INT ها آن در که اند شده ارائه

  است. شده وزيف (CBD) 0نيکت به

 مذکور،ی دیبريه نيپروتئ انيب از پس اساس نیا بر

ی حاوی ها نیرز به اتصال تيقابل نيپروتئ نیا

ی کروماتوگراف انجام از پس داراست. را نيتيک

 نيپروتئ ،یوليت القاء ای دما کاهش اثر بر ،یلیتما

 خالص و شسته ستون از اضافه، دنباله بدون هدف

  (.9 و 1) گردد یم

 با بينوترکی ها نيپروتئی ساز خالص نکهیا به توجه با

 نيمحقق معضلات از همواره بالا، خلوص درصد

 با دارند لیتما نيمحقق اکثر است،ی ستیزی فناور

 نیبالاتر به زمان نیتر کوتاه در و مراحل نیکمتر

 امروزه لذا ابند.ی دست نيپروتئ خلوص درصد

 دانشمندان توسطی ا مرحله تک و متنوعی ها روش

  شوند رهيچ معضلات نیا بر تا است شده ارائه

یی کارای ابیارز منظور به قيتحق نیا در (.12-11)

 نيفوتوپروتئ انيب و کلون ،INT با صيتخل روش

 INTی توالی دارا که pTYB21 کتورو درون 1نیاکور

  گرفت. قراری بررس و مطالعه مورد است، CBD و

 مورد مدل بينوترک نيپروتئ عنوان به ن،یاکور

 که استی نيفوتوپروتئ اکورین، گرفت. قرار استفاده

 Aequoera نام هب دریایی عروس نوعی در بار اولين

victoria نور خود از است قادر که شد،یی شناسا 

ی بالا تيحساس ليدل هب نماید. ساطع رنگ آبی

 این در اینکه به توجه با و ميکلس غلظت به اکورین

                                                 
7
 Chitin Binding Domain 

8
 Aequorin Photoprotein 
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 نه،يزم پس زینو به نسبت گناليس درصد ،پروتئين

 های حوزه در نيفوتوپروتئ نیا از ،است بالا اريبس

 شود یم زیادیی ها استفاده فناوری زیست مختلف

 ستیز در نیاکوری کاربردها جمله از (.15-13)

 نشانگر عنوان به آن از استفاده به توان یمی فناور

 سنجشی ها تيکی طراح (،17) ميکلس غلظت

 (19)ی سلولی گرهاحسی طراح (،11 و 10)ی منیا

 و 21)ی مریآلزا مارانيب جهتیی غذا مکملی حت و

 زانيمی بررس حاضر قيتحق هدف نمود. اشاره (21

 با هشد دیبريه حالت در نیاکور نيپروتئ انيب

 سهیمقا و (INT-CBD)ی دالتون لويک 57ی نيپروتئ

 دنباله بای دیبريه حالت در نیاکور با انيب زانيم

 بودن زيآم تيموفق صورت در تا است. نیديستيه

 خود عملکردی بعد مطالعات در آن، انيب و کلون

 رد.يگ قراری بررس مورد INTی شکافندگ

 

 ها روش و مواد
 ديپلاسم درون نياکور هدرآورند رمز به ژن نگيکلون

pTYB21 
 

 درون نیاکور نيفوتوپروتئ کننده رمز ژن کلون منظور به

 ،BioLab شرکت از شدهی داری)خر pTYB21 وکتور

NEB#N6701،) منظور بهی اختصاصی مرهایپرا ابتدا 

ی میآنز برشی ها گاهیجا همراه بهی ژن قطعه ريتکث

 در (.1 )جدول دیگردی طراح مناسب محدودگر

 شرويپ مریپرا در SapI برش گاهیجا مربوطهی مرهایپرا

(Forward primer) برش گاهیجا و PstI مریپرا در 

 اساس نیا بر د.یگردی طراح (Reverse Primer) رويپ

 ليتشکی اضاف نهيدآمياس INT و نیاکور نيپروتئ نيب

 pET-aequorin ديپلاسم بعد مرحله در شد. نخواهد

 (،22) است نیاکور درآورنده رمز به ژنی حاو که

ی مرهایپرا از استفاده با PCR واکنش در الگو عنوان به

 گرفت. قرار استفاده مورد مذکور

 مرازيپل میآنز با ابتدا PCR که است حيتوض به لازم

Taq مرازيپل میآنز با سپس و Pfu، ادامه در شد. انجام 

 و SapI میآنز دو توسط PCR محصولی میآنز هضم

PstI جادیا ژن در چسبندهی انتها دو و گرفت صورت 

 دو نیا توسط زين pTYB21 ديپلاسم نيهمچن شد،

 آن طرف دو در چسبندهی انتها و شدهی خط میآنز

 از نیاکور کننده رمز ژن صيتخل از پس شد. جادیا

 توسط واکنش کی در نظر مورد قطعه آگارز، ژلی رو

 انتقال pTYB21ی انيب ديپلاسم داخل به T4 میآنز

 جهت د.یآ دست هب pTY- aequorin ديپلاسم ات افتی

 شد: انجام ریز ريمس دو کلون دیيأت

 با pTY- aequorin ديپلاسمی میآنز دو هضم (1

 لازم گرفت. صورت PstI و NheI میآنز دو از استفاده

 درآورنده رمز به ژن کلون از پس که است حيتوض به

 میآنز برش گاهیجا ،pTYB21 ديپلاسم در نیاکور

SapI جهت میآنز نیا از توان ینم و رود یم نيب از 

ی ديپلاسم نقشه اساس بر نمود. استفاده کلون دیيأت

pTY-aequorin هضم نیا محصول (،2 )شکل 

 است. aequorin-INT-CBDی دیبريه قطعه ،یمیآنز

 ترادف نييتع ،T7ی عمومی مرهایپرا از استفاده با (2

 گرفت. صورتی ژن

 

  قيتحق نيا در استفاده موردي مرهايپرا زهاندا وي توال (7 جدول 

 مريپرا نام يتوال (bp) اندازه

44 5/-GGTGGTTGCTCTTCCAACCTGTACGATGTACCAGATTATGCATC-3/ F-TYaeq 

37 5/-GGTGGTCTGCAGTCATGGTACCGCGCCGCCGTACAG -3/ R-TYaeq 
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  نياکور انيبي ابيرزا

 ديپلاسم ،pTY- aequorinی ژن سازه ساخت از پس

 انتقال ،ER2566 شده مستعدی باکتر درون مربوطه

 از مولاری ليم کی با 0/1ODدر انيبی القا ادامه در افت.ی

IPTG
 شیافزا )جهت گراد یسانت درجه 31ی دما در 9

 ادامه در شد. انجام ساعت 4 مدت به محلول(ی ها نيپروتئ

 SDS-PAGEی ها روش کمک به نیاکور نيپروتئ انيب

-anti کلونال،ی پلی باد یآنت از استفاده ا)ب بلات وسترن و

CBD، شرکت از شدهی داریخر BioLab، 

NEB#S6651،) انيب زانيم زين تینها در د.یگردی ابیارز 

 و INT با شده دیبريه حالت در نیاکور نيفوتوپروتئ

CBD هياول نیاکور نيفوتوپروتئ انيب با (pET-

aequorin) شد. سهیمقا 
 

 ها افتهي
 pTY-aequorinي ژن سازه ساخت

-pETی الگو از استفاده با ،PCR واکنش انجام از پس

aequorin، ی مرهایپراF-TY.aeq، R-TY.aeq میآنز و 

 درصد 1 آگارز ژلی رو بر PCR محصول ،Pfu مرازيپل

 ،یباز 751 حدود باند ريتکث که گرفت قراری بررس مورد

  باشد یم نیاکوری ژنی توال ريتکث کننده دیيأت

 رمز به ژن کلون ساب منظور به (.22) الف( -1 )شکل

 محصول ،pTYB21 ديپلاسم درون نیاکور درآورنده

PCR هیپا ديپلاسم و قبل مرحله pTYB21، میآنز دو با 

 گاز،يل میآنز با سپس و برش PstI و SapI محدودگر

 و دیگرد انتخابی نوکل سه مرحله نیا در د.یگرد کلون

 ديپلاسم میآنز دو هضم ،حاصلهی ها کلون دیيأت منظور به

pTY-aequorin ی ها میآنز از استفاده باPstI و NheI 

 بوده pTYB21 ديپلاسم درون برش تیسای دارا که

 شد انجام ندارد، گاهیجا شده کلون ژنی توالی برروی ول

                                                 
9
 Isopropyl β–D-1-Thiogalactopyranoside 

 از پس SapI میآنز برش تیسا رفتن نيب از علت )به

 نگيکلونی بررس جهت در آن از توان ینم نگ،يکلون

  ب(. -1 )شکل کرد( استفاده
 

 
 

 و R-TY.aeq، F-TY.aeqی مرهایپرا با PCR محصول زيآنال -الف (1 شکل

 pfu. 1) Ladder 1 میآنز با گرفته صورت الگو، عنوان به pET-aequorin ديپلاسم

kb، 2 محصول (3 و PCR کلون دیيأت -ب گراد. یسانت درجه 50 و 71ی دما در 

aequorin وکتور در pTYB21:1) Ladder 1kb، 2) ی میآنز هضم محصول

 سوم کلون (4 دوم، کلون (3 اول، کلون ،aequorin-pTY ديپلاسم
 

 pTYB21(NEB#N6701)ی ديپلاسم نقشه اساس بر

 جفت1351 حدود قطعه خروج aequorin-pTY و

 نگيکلون ديئأت بری ا نشانه سوم، و دومی ها کلون ازی باز

 جفت 751 حدود شده کلونی  قطعه مجموع) باشد یم

 خورده برشی باز جفت 011 حدود وکتور بدنه وی باز

 ژن شرکت به مربوطه ديپلاسم زين تینها در (.باشدیم

 که دیگرد منتقلی ژن ترادف نييتع انجام جهت فناوران

 pTY-aequorinی ژن سازه صحت آمده دست هب جینتا

 (.2 )شکل داد نشان را

 
 

 pTY-aequorinی ژن سازه (2 شکل
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 INT-CBD -نياکوري ديبريه نيپروتئ انيب

 ديپلاسم شده، ساختهی ژن سازهی ملکول دیيأت از بعد

aequorin-pTY ی باکتر درون بهER2566 انتقال 

ی ها زمان در نيپروتئ انيبی بررس شد. القاء و افتهی

  از استفاده با القاء از بعد ساعت 4 و صفر

SDS-PAGE که گرفت صورت بلات وسترن و 

 انيب کننده ديئأتی دالتون لويک 09 حدود باند اهدهمش

 باشد یم CBD و INT با همراه نیاکور نيفوتوپروتئ

 CBD و INTی مولکول وزن آن در که (،3 )شکل

 نيپروتئی مولکول وزن و لودالتونيک 57 حدود

 (.23 و 22) باشد یم دالتون لويک 23 حدود نیاکور
 

 
 SDS-PAGE روش دو از استفاده با نیاکور نيپروتئ انيب زيآنال (3 شکل

 بعد بينوترکی باکتر (2 ،یملکول وزن مارکر (1 )ب(. بلات وسترن و )الف(

 القاء از قبل بينوترکی باکتر (3 القاء، از
 

 انيبی دیبريه نيپروتئ نمونه اندازه شیافزا به توجه با

 وی ابیارز جهت ،pTY-aequorin ديپلاسم در شده

 حالت در نیاکور ديتول ن،يوتئپر انيب زانيم سهیمقا

 و (pET-aequorin) نیديستيه دنباله به شده وريف

CBD-INT (pTY-aequorin،) سهیمقا گریکدی با 

 وزيف حالت در نیاکور انيب ،4 شکل مطابق که شد

 زين شتريب بلکه ،نداده نشان رای کاهش INT با شده

 هياول حالت در نیاکور ،4 شکل مطابق .بود شده

 23 حدود دری باند ن(یديستيه دنباله به هشد وري)ف

 با شده وزيف حالت در و ب( -4 )شکل لودالتونيک

CBD-INT، را دالتون لويک 09 حدود دری باند 

 الف(. -4 )شکل داد یم نشان

 

 
 

 دنباله به شده وزيف حالت دو در نیاکور نيفوتوپروتئ انيب سهیمقا (4 شکل

INT )ساعت 4 زمان (2 ،یملکول وزن مارکر (1 )ب(. نیديستيه و )الف 

 القا از قبل صفر زمان (3 القا، از بعد
 

 بحث
ی ها نيپروتئ صيتخل مختلفی ها روش نيب در

 بودن دارا با 11یلیتمای کروماتوگراف ب،ينوترک

 از است. برخورداری ا ژهیو تياهم از اد،یزی ها تیمز

 دنباله از استفاده ،یلیتمای ها روش نيب گریدی سو

 تعداد افزودن و روشی سادگ به توجه با ،نیديستيه

 ها روش ریسا از هدف، نيپروتئ به نهيدآمياس کم

 نيمحقق علاقه مورد شتريب و داشتهی شتريب تيارجح

 انيم نیا در (.24) است گرفته قراری ستیزی فناور

 جهت نینو روش کی ن،ينتئیا دنباله از استفاده

 در که دیآ یم حساب به بينوترکی ها نيپروتئ صيتخل

 نيپروتئ شیرايپ دهیا قالب در است سال 21 حدود

 ، mRNA شیرايپ مشابه بالغ، نيپروتئ ديتول در هياول

ی مهندس متخصصان (.1-7) است دهیگرد مطرح

ی شکافندگ خود سميمکان نیا ازی الگوبردار با کيژنت

ی وکتورها اند توانسته ،یسلول درون INTی عيطب

 دنباله هدف، بينوترک نيپروتئ به که دهند ارائهی تجار

INT همراه به CBD کی اساس نیبرا کند. یم متصل 

 جهت در ن(يکتی ها ستونی )برمبنای لیتما ساده روش
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 به ازين بدون ب،ينوترکی ها نيپروتئ ديتول و صيتخل

 شده، متصل دنباله حذف منظور بهی بعدی ها روش

 ديلتو در INT دنبالهی ژگیو نیتر مهم د.یآ یم دست هب

 آن،ی خودشکافندگ تيقابل ب،ينوترکی ها نيپروتئ

 هدف نيپروتئی انتها به نهيدآمياس شدن اضافه بدون

 و پروتئاز میآنز به ازين روش نیا در جهينت در است.

 از میآنز حذفی برا ريگ وقت و دهيچيپ مراحل انجام

 نیا از استفاده ،گرید انيب به باشد. ینم هدف، نيپروتئ

 ديتول ريمس نهیهز و زمان کاهش بر علاوه روش

 محصولیی نها بازده شیافزا باعث ب،ينوترک نيپروتئ

 ها آن در کهی مقالات تعداد امروزه (.0-11) گردد یم زين

 بينوترکی ها نيپروتئ صيتخل جهت روش نیا از

 مقالات در است. کردهی ادیز رشد شده، استفاده

 ديتول در INT دنباله از استفاده تياهم متعدد،

 متصل مختلفی ها شکل در بينوترکی ها نيپروتئ

 و (ELP) نيالاست شبه نيپروتئ ،CBD به شده

phasin رات،يبوتی دروکسيه یپل بهی اتصال ني)دوم 

PHB) (Poly Hydroxy Butyrate )است شده ارائه  

 فوقی روش عنوان به روش نیا از نيهمچن (.29-25)

 (SIRP) بينوترکی ها نيپروتئی ساز خالص در عیسر

(Split intein mediated ultra rapid 

purification )(.31) برند یم نام 

 مذکور، روشی انداز راه منظور به حاضر قيتحق در

 دنبالهی حاو وکتور در نیاکور نيپروتئ انيب و کلون

INT (pTYB21) نيپروتئ انيب و گرفت انجام 

 لازم شد. سهیمقا ،INT دنباله بدون نمونه بای دیبريه

 نوع دو به خود INTی ها دنباله که است حيتوض به

( Mini Intein) کوچک و( Large Intein) بزرگ

 وکتور از قيتحق نیا در که (32 و 31) شوند یم ميتقس

pTYB21 دنبالهی دارا که INT ی لودالتونيک 51 بزرگ

 شد. استفاده (،23) بودی لودالتونيک CBD 7 و

ی مولکول تصالا شد مشاهده 4 شکل در که طور همان

 09 به دالتون لويک 23 از نيپروتئ اندازه شیافزا و

 مذکور نيپروتئ انيب کاهش باعث تنها نه لودالتون،يک

 افتی شیافزای محسوس زانيم به انيب زانيم بلکه نشد،

 از استفادهی منف نقش وجود عدم دهنده نشان که

 انيب کاهش در (INT ري)نظ بلندی ديپپتی ها دنباله

 ديتول جهت روش نیا از جهينت در باشد. یم نيپروتئ

 نمود. استفاده توان یم بينوترکیی داروی ها نيپروتئ
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Abstract 

Background: Intein (INT), is the internal parts of the protein which can be separated from the immature 

protein during protein splicing process. This sequence requires no specific enzyme or cofactor for 

separation. This protein sequence and their characteristic of self-cleavage by thiol induction, temperature 

and pH changes is used for protein purification. The advantage of this method compared to the other 

protein purification methods is that it doesn’t require any protease enzyme and protease removal steps that 

make this method important economically. In this study, aequorin photoprotein was hybridized with INT 

in molecular form and its expression was evaluated. 

Materials and Methods : In this study, aequorin coding gene that was cloned in pET21-a in the previous 

studies, was cloned in pTYB21 vector containing INT tag by specific primers and restriction enzymes. 

Then the resulting pTY-aequarin was transformed to the ER2566 expression strain and cloning accuracy 

was confirmed by electrophoresis, western blotting and sequencing. 

Results: The photoprotein aequorin was cloned into SapI/PstI restriction site of pTYB21 plasmid 

accurately and successfully. Aequorin- INT hybrid protein expression confirmed using traditional 

methods. 

Conclusion: The photoprotein aequorin constract in fused with INT confirmed by molecular methods. 

Also rate of Aequorin- INT expression determined about %25 of cell total protein. 
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