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 هديچك
 سابقه و هدف 

تكثير و تمايز  در نقش مهمي راکه كيلودالتوني است  14تا  22يک گليکوپروتئين  ،(SCF)فاکتور سلول بنيادي
ميزباان   در SCFجداسازي، کلونينگ و بيان  همطالعهدف اين  .کندبازي مي (HSCs)هاي بنيادي خونسازسلول
رفات باا فاراهر كاردن      انتظار مي ،هاي ميزبان بياني پروکاريوتيعلاوه بر ويژگي Rosetta. بود  Rosettaبياني

 .دهدرا افزايش سطح بيان پروتئين نوتركيب  ،هاي يوکاريوتيهاي نادر پروتئينکدون
 ها مواد و روش

توالي . ساخته شد cDNAاستخراج و به دنبال آن  Helaهاي  تام از سلول RNA. مطالعه انجام از نوع تجربي بود
 pET-32a بياني اختصاصي جداسازي و تكثير شد و با استفاده از وكتورآغازگرهاي وسيله ه ب ، SCF رمزكننده

. شد ييد اهضر آنزيمي و تعيين توالي ت ، PCR نوترکيب به وسيله هساز. سازي شد همسانه E.coli TOP 10در 
بيان . القا شد IPTGنوتركيب در حضور  SCF بيان . شد تراريخت  Rosetta وكتور نوتركيب در ميزبان بياني

 . ييد شداو وسترن بلات ارزيابي و ت SDS-PAGEبا ( hSCF)فاكتور سلول بنيادي انساني
 ها يافته

سازي و  همسانه pET-32aجداسازي و در وكتور بياني  Helaهاي  با موفقيت از سلول SCFتوالي رمزكننده 
 .انجام شد Rosettaبيان پروتئين نوتركيب در ميزبان بياني 

 گيري نتيجه
،  AGG  ،AGA  ،AUAهاي نادر مثل  هاي يوكاريوتي با كدون ، امكان توليد پروتئين Rosettaدر سيستر بياني 

CUA  ،CCC  وGGA شود وجود دارد بنابراين به ميزان بالايي پروتئين فاكتور سلول بنيادي توليد مي. 
 PCRگليكوزيلاسيون، سلول بنيادي،  :يديات كلكلم

 

 

 

 

 

 42/5/55  :افتيخ دريارت
 45/8/55: رش يخ پذيتار
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  مقدمه 
شود  ها تنظيم ميسايتوکاينتوسط تعدادي از خونسازي     

هـاي بنيـادي خونسـاز    که باعث بقا، تکثير و تمـايز سـلول  
فـاکتور سـلول    هاسايتوكاينترين اين  مهماز يکي . شوند مي

 C-kit است كه به رسپتور (Stem Cell Factor: SCF)بنيادي

(CD117) (. 1-5)شود با فعاليت تيروزين کينازي متصل مي
SCF 48-24مودايمر با وزن مولكولي يک گليکوپروتئين ه 

اسـت كـه در    (Cys)واحد سيسـتئين  2کيلو دالتون و داراي 
 كننـد  سولفيدي درون مولکولي شـركت مـي    اي ديـپيونده

هــاي انــدوتليال، ايــن فــاکتور رشــد توســط ســلول(. 8-4)
ــلول ــت وان و  فيبروبلاســت، س ــز اس ــترومايي مس ــاي اس ه

(. 5 ،14)شـود هاي کراتينوسيت در پوسـت بيـان مـي    سلول
مكمـل رـروري در کشـت     SCFاند كه نشان داده ها همطالع
فـرم بـالا ايـن    (. 11 ،14)هاي بنيادي خونسـاز اسـت  سلول

 SCF. آمينواسـيد اسـت   185پروتئين در انسـان بـا حـدود    
به شـكل   SCF. داراي دو ايزوفرم تراغشايي و محلول است

 تونكيلو دال5/18اسيد در حدود  آمينو 145محلول با داشتن 
 428تـا   444تراغشايي در حدود  SCF. وزن مولکولي دارد
حضــور يــا عــدم حضــور  (. 1، 4، 13، 12)آمينواســيد دارد

هاي خاص فاکتور سلول بنيـادي  گليکوزيلاسيون در فعاليت
ــارير نمــي ــده در  .(4)گــذاردت از يــک ســو مشــکلات عدي

دسترسي و قيمت بالاي اين محصول به صورت تجـاري و  
بهداشـت و سـلامت بـه     ياز کشور در حوزهاز سوي ديگر ن
خودکفاي ايـن محصـول را بـر     اهميت توليد ،اين محصول

با در نظر گرفتن اين نکتـه کـه بـه    . سازدهمگان آشکار مي
رسد گليکوزيلاسيون در عملکرد اين پروتئين نقـ    نظر مي

هاي بياني يوکاريوتي مهمي ندارد بنابراين استفاده از سيستم
پـذير  از به صرف وقت و هزينـه زيـاد توجيـه   با توجه به ني
بلکــه اکثــر انـوار تجــاري ايــن پــروتئين در  . ن واهـد بــود 

 و در ميزبان pET system هاي بياني پروکاريوتي مثل سيستم
اين سيستم بيـاني عـلاوه   . شوندتوليد مي Ecoli BL21بياني 
توانـد  مي ،کندکه توليد در مقياس وسيع را فراهم مي بر اين

توليد اين محصول را با صرف زمان و هزينه کمتري نسبت 
حارـر از   در مطالعـه . هاي يوكاريوتي فراهم کند به سيستم

بـرداري از   استفاده شد که رمن بهـره  Rosettaميزبان بياني 
تمامي مزاياي يك سيستم بيـاني پروكـاريوتي ماننـد توليـد     

ت بـه  مقادير زيادي از پروتئين با هزينه نسبتاً كمتـري نسـب  
هـاي يوکـاريوتي و     هاي بياني از جملـه سـلول   ساير سيستم

را نيـز   سازي امكان ارتقا به توليد در مقياس وسيع و تجاري
هـاي  از سوي ديگر به دليـل وجـود کـدون   . سازدفراهم مي

 و با توجـه بـه ايـن    SCFپروتئين   نادري در توالي رمزكننده
هاي نادر را هاي کدون tRNAتمام  Rosettaکه ميزبان بياني 
نوتركيـب كـه    SCFكند، براي توليـد پـروتئين    پشتيباني مي

( Helaرده سـلولي  )توالي رمزكننده آن از منبـع يوكـاريوتي  
اسـتفاده از ايـن   . جداسازي شـده بـود، از آن اسـتفاده شـد    

( SCF)ميزبان بـراي توليـد پـروتئين فـاكتور سـلول بنيـادي      
 (.15-43)تاكنون گزارش نشده است

 
 ها روشمواد و 
تجربي در مرکـز تحقيقـات سـازمان انتقـال      اين مطالعه    

 .انجام شد 52-55 هاي خون تهران در سال
 عنـوان وكتـور   بـه ( نـواژن  آمريكـا، ) pET-32aپلاسميد     

بـه عنـوان   E. coli TOP10 بـاكتري   سـويه ، بيـان  و كلونينگ
به عنـوان  ( آمريكا، نواژن) Rosetta و سويه ميزبان كلونينگ

ژن  حـاوي  pET-32aوكتـور  . شـد  زبـان بيـاني انت ـا    مي
غربـالگري   منظـور  بـه  كـه  اسـت  سـيلين آمپـي  بـه  مقاومـت 
پروكـاريوتي   سـلول  رده در شده ترانسفكت پايدار هاي كلون
اين وکتـور داراي دو برسسـب هيسـتيديني    . گرديد استفاده

(His6-tag )آمـين و کربوکسـيل بـراي شناسـايي      در انتهاي
ــين يــک برسســب  وســترن بــلات و هــمپــروتئين در  سن
براي افزاي  احتمال تشـكيل پيونـد   ( trx-tag)تيوردوکسين

 .سولفيد در سيتوپلاسم باکتري ميزبان استدي
 رحم هاي سرطاني دهانه سلول ابا منش Helaسلولي  رده    

محـيط   در (ايـران  پاسـتور،  انسـتيتو  سـلولي  بانـك (انسـان 
% 1 و سـيلين پني % FBS  ، 1%14حاوي   RPMI 1640كشت

هود لامينار  از استفاده با و لياستر طيشرا در استرپتومايسين
 CO2% 5 گــراد و ســانتي  درجــه 31 يدمــادر انكوبــاتور بــا 

 .داده شد كشت
 

 :فاكتور سلول بنيادي ژن جداسازي

 ، با استفاده از محلول Helaهاي سلولاز  RNAست راج ا   
  رکتـول شـمحص TriPure  Isolation     Reagentرايزول ـت
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جفت بازي ژن بتا  464جفت بازي از نواحي داخلي فاكتور سلول بنيادي و آغازگر جهت ايجاد قطعه  224آغازگر جهت ايجاد قطعه : 4جدول 
 بنياديجفت بازي از ژن فاكتور سلول  349اكتين و آغازگر جهت ايجاد قطعه 

 
 اندازه محصول دماي اتصال توالي آغازگر

Beta-actin 
 'ttgccaatggtgatgacctg-3-'5 معكوس جفت باز 154 گراد درجه سانتي tcatgaagatcctcaccgag-3' 55-'5 جلوبرنده

SCF-internal 
 'tgggttctgggctcttgaat-3 -'5 معكوس جفت باز 441 گراد درجه سانتي cgggatggatgttttgccaa-3' 55 -'5 جلوبرنده

SCF-total 
 'ttaatctcgagggctgcaacagggggtaac-3 '5 معكوس جفت باز 514 گراد درجه سانتي agtcaccatggaagggatctgcaggaatcg-3' 55 '5 جلوبرنده

 
کميت و  .طبق دستورالعمل شركت سازنده انجام شدرُوش 
است راج شـده بـا دسـتگاه اسـپکتروفتومتري      RNAكيفيت 

 %1ژل آگـارز   روي نانودراپ بررسي و بـا الكتروفـورز بـر   
 .گرديد ييدات

  ردهRNA  از برداري معکوسروش نس هبه cDNA ساخت
 5/4بـا   بيـونير  با اسـتفاده از کيـت محصـول    (Hela)سلولي

 DEPCآ  مقطر حـاوي   ميكروليتر 44در  RNAميکروگرم 
 پي  از. دور انجام شد 14به تعداد  بيوراد در ترمال سايکلر

هـاي اختصاصـي بـراي ژن بتـااکتين و     آغازگرمرحلـه،   اين
طراحـي   primer3افزار وسيله نرم به SCFنواحي داخلي ژن 

ــد ــن   . ش ــپو واک ــتفاده از   PCRس ــا اس ــاي آغازگرب ه
ــه  ــي ژن خان ــه اختصاص ــااکتين ب ــرل و  داري بت ــوان کنت عن

طـور   بـه  SCFهاي اختصاصـي نـواحي داخلـي ژن    آغازگر
بررسـي كيفيـت    منظور به .انجام شدسرخه  35جداگانه در 

cDNA  ،  ژن β- actin(  ژني که به صورت عمومي در تمـام
عنوان  به( دار استهاي خانهژن وها وجود دارد و جزسلول

هـاي اختصاصـي   آغازگر طراحـي  جهت .شد كنترل انت ا 
فـاکتور سـلول    mRNA تـوالي  ابتـدا  ، SCF  دهتوالي رمزكنن ـ

آمـد و پـو از انت ـا      دست به NCBIبانک ژن  بنيادي از
به فرم محلـول بـه طـول     SCFپروتئين بالا   توالي رمزكننده

 44( Forward)رفـت   آغـازگر  طراحي جفت باز، براي 255
تـوالي   آن، 5' بـه  و ابتداي ايـن تـوالي انت ـا     نوکلئوتيد از

 بـراي  .شـد  ارـافه  NcoIجايگاه برش اختصاصي با آنـزيم  

نوكلئوتيـد ابتـدايي    44،  (Reverse)برگشت آغازگرطراحي 
تـوالي   آن 5'بـه   و انت ـا   مكمل معكوس توالي ياد شـده 

هــاي  تــوالي. شــد ارــافه XhoIآنــزيم  جايگــاه بــرش بــا
ــا  ــرش ب در جايگــاه كلونينــگ  XhoIو  NcoIاختصاصــي ب

هـاي  آغازگربا اسـتفاده از   PCRواکن   .اردوكتور وجود د
 .(1جدول ) انجام شد سرخه 35در  SCFاختصاصي ژن 

% 4برروي ژل آگـارز   PCRبعد از الكتروفورز محصول     
ها  ، براي حذف تركيبات ارافي شامل پروتئينTAE بافر در

 ـ   آغـازگر و نوكلئوتيدها و  دسـت  ه دايمرهـاي احتمـالي و ب
، ت لـيص از ژل بـا    PCRآوردن محصول خالص واکـن   

 High Pure PCR Product Purificationاسـتفاده از کيــت  
. انجام شد( آلمان، رُوش)مطابق دستورالعمل شرکت سازنده

اســـت راج شـــده بـــا دســـتگاه  DNAکميـــت و کيفيـــت 
 .اسپکتروفتومتري نانودراپ مورد ارزيابي قرار گرفت

 
 : SCF  رمزكنندهسازي توالي  همسانه

داراي  Ecoli DH5αيک کلوني از پليت كشـت بـاکتري       
ــور  ــي  ) pET-32وکت ــه آنت ــت ب ــل ژن مقاوم ــك  حام بيوتي
بيوتيـک  حـاوي آنتـي   LBانت ا  و در محـيط  ( سيلين آمپي
ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي   144غلظت نهـايي   سيلين به  آمپي

ايران، ) كيت از استفاده با پلاسميداست راج . كشت داده شد
 و کميت. شد انجام Miniprep روش به( ا تجهيز عظماـيكت

کيفيت پلاسميد است راج شده با دسـتگاه اسـپکتروفتومتري   
ژنـي   سازي قطعـه  به منظور همسانه .نانودراپ سنجيده شد

کـه در   ، pET-32aفاکتور سلول بنيادي در وکتور   رمزكننده
اختصاصـي   آغازگرهـاي و  PCRقبل بـا اسـتفاده از    مرحله

هـاي بـرش    تکثير شده بود و بـا توجـه بـه وجـود جايگـاه     
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در  NcoI و XhoI هکننـد محـدود هـاي   اختصاصي بـا آنـزيم  
وکتور و قطعه هدف هر دو تحت  ،آغازگراين دو  5'انتهاي 

ژني بـرش    وكتور و قطعه. ارر اين دو آنزيم برش داده شدند
 1:2خورده پو از ت ليص و تعيين غلظت، به نسبت مولي 

 بعد از. هم متصل شدند به T4 DNA ligaseآنزيم  وسيله  به
 پـذيرش  جهـت  E. coli TOP10 هـاي  سـلول  سـازي آمـاده 

( competent cells)هـاي مسـتعد  تراري تي سـلول  پلاسميد،
حاوي وکتور نوتركيب  هايجهت انت ا  کلوني. انجام شد

 و شـد  اسـتفاده ( µg/mL144 )سـيلين آمپـي  بيوتيـک  آنتياز 
 colony-PCR،Digestionوسـيله    بـه  كلونينگ انجام صحت

pattern و sequencing شد ييدأت. 
نادر مربـو  بـه پـروتئين     کدون 13پو از تعيين توالي،     

يافـت   Rare Codon Analysisافزار  وسيله نرمه يوکاريوتي ب
داراي ژن مقاومـــت بـــه  Rosettaســـپو بـــاکتري . شـــد
LB (Lysogeny broth )در محـيط   كلرامفنيكـل   بيوتيك آنتي

ساعت در  18كشت داده و به مدت  بيوتيک حاوي اين آنتي
ــاي  ــه 31دم ــانتي درج ــيكردار    س ــاتور ش ــراد در انکوب گ

هـاي مسـتعد بـراي     پـو از تهيـه سـلول   . گرماگذاري شـد 
هـاي   هـا، بـاكتري   پذيرش وکتور نوترکيـب و تراري تـي آن  

ــامل    ــابي شـ ــت انت ـ ــيط كشـ ــر روي محـ ــه بـ تراري تـ
كــه ژن مقامــت بــه آن در )هــاي كلرامفنيکــل  بيوتيــك آنتـي 

Rosetta مت كه ژن مقا)سيلين سنين آمپي و هم( وجود دارد
، (قـرار دارد  pET32-SCFبه آن بـر روي وكتـور نوتركيـب    

ورود  دهنـده رشد كرده و كلوني تشـكيل دادنـد کـه نشـان    
 .هاي باكتري بودوکتور نوترکيب به سلول

 
 :بيان پروتئين نوتركيب فاكتور سلول بنيادي

تراري تـه حـاوي وکتـور     Rosettaيك كلوني از باکتري     
ليتـر   ميكروگرم در ميلي 144حاوي  LBنوترکيب در محيط 

ليتــر  ميكروگــرم در ميلــي 32 و ســيلينبيوتيــک آمپــيآنتــي
سـاعت در   18بيوتيک كلرامفنيکل کشـت و بـه مـدت     آنتي

دور  444سرخ   با گراد سانتي  درجه 31اي دم باانکوباتور 
 کشتاز كشت شبانه باكتري، . نگهداري شد (rpm)در دقيقه

در  باکتري رشد (OD)نوري جذ  دانسيته تا شدهتهيه  تازه
ليتـر از  ميلـي  4. رسيد 2/4 حدود به نانومتر 444طول موج 

 يسوسپانسيون کشت باکتري به عنوان کنتـرل قبـل از القـا   

 IPTGبيان پروتئين،  يجهت القا. بيان پروتئين برداشت شد
سپو بـه منظـور   . مولار ارافه شد با غلظت نهايي يک ميلي

 2و  4ن پـروتئين در فواصـل   تعيين زمان مناسب بـراي بيـا  
ليتر نمونه از سوسپانسيون بـاكتري برداشـت    ميلي 4ساعت، 

سـاعته   2و  4 هـاي  پو از تهيه عصاره سلولي از نمونه. شد
  الکتروفـورز عصـاره   بـا  پـروتئين  بيـان  شده، القا هاي باکتري
 سـپو  و% 14 آکريل اميد پلي ژل بر روي هاي باكتري سلول
 قـرار  ارزيـابي  مـورد  R-250 بلو کوماسيبا رنگ  آميزي رنگ
 2سـازي بيـان پـروتئين،    سنين در نتيجـه بهينـه   هم .گرفت

 .زمان مناسب ارزيابي شد IPTGساعت القا با 

 
 : (Western Blot) بلات و وسترن SDS-PAGEآزماي  

 SDS-PAGEها با اسـتفاده از روش  لکتروفورز پروتئينا    
كننـده و ژل   در سيستم بـافري ناپيوسـته شـامل ژل متـراكم    

 از پــوهـا  ميکروليتـر از نمونــه  44. جداكننـده انجـام شــد  
  وسـيله   ، همـراه بـا شـاخص وزن مولکـولي بـه     سانتريفيوژ

 از بعـد . ندشـد هـاي ژل منتقـل    ساهـک  هسرنگ هميلتون ب
پتانسـيل  سـاعت در اخـتلاف    2به مـدت   الکتروفورز اتمام
 ژلكاست حاوي ژل بـاز شـد و ب ـ  بـالايي     ولت،  154
سپو با استفاده از رنـگ کوماسـي   . شد جدا( كننده متراكم)

زدايي با محلول ساعت رنگ شده و پو از رنگ 4به مدت 
ساعت روي شيکر مورد بررسـي قـرار    4بري به مدت  رنگ
 . گرفت
 آزمـاي    براي تأييـد اختصاصـيت پـروتئين نوتركيـب،        

 طـور   بـه . شـد  انجـام  اسـتاندارد  روش طبـق  وسترن بلات
ــه ــو خلاصـ ــورز  از پـ ــروتئينالکتروفـ ــر روي ژل  پـ بـ

بانـدهاي   انتقال عمل ، SDS-PAGE روش بهآميد  كريلآ پلي
 بـا ( رُوش، آلمان) PVDF غشاي به هاپروتئين  تفکيک شده

 کنتـرل  بـراي . شـد  انجـام  خشك  نيمهالكتروبلاتينگ  روش
 سـازي  مسدود .استفاده شد پانسواس رنگ از انتقال پروتئين

 skim)شيرخشـك بـدون سربـي    محلـول  بـا  PVDF غشاي

milk )5 % درPBS گرفت و پو از شستشـو بـا    انجامPBS 
متصـل بـه   His-Tag  Anti نوکلونـال وم بادي در محلول آنتي

HRP (سيتومتين ژن، ايران)    4بـه مـدت    1:1444بـا رقـت 
% 45/4حـاوي   PBS بـافر  بـا  شستشـو . ساعت قرار گرفـت 

ــه منظــور حــذف اتصــالات غيــر اختصاصــي   44تــونين  ب
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 .شـد  غير اختصاصي انجـام  زمينه  ها و کاه  پو بادي آنتي
-رنگـزاي دي  سوبسـتراي  محلـول  بـا  شستشو از غشاء پو

 و شـده  به مدت يـک دقيقـه مجـاور    (DAB) آمينوبنزيدين
 .گرديد عکو برداري ،ظهور از پو باندهاي مربوطه

 
 ها افتهي

از سـلول   جداسازي توالي رمزكننده فـاكتور سـلول بنيـادي   
Hela : 

 اختو س ـ Helaهـاي   از سـلول  RNAپو از اسـت راج      
cDNA  و به دنبال آنPCR   اختصاصـي بتـا    آغازگرهـاي بـا

جفت بازي در نتيجـه الکتروفـورز    154اكتين، مشاهده باند 
 4روي ژل آگـارز   محصول واکن  تكثيـر ژن بتـااكتين بـر   

شده  ساخته cDNAدهنده كيفيت  نشان TAE بافر دردرصد 
 (ـ الف1شكل )باشد مي
و الكتروفورز بر روي ژل آگـارز   PCRواكن    در نتيجه    
جفت بازي محصول تکثير نواحي  441، وجود يک باند 4%

داخلي نشـان داده   آغازگرهايبا استفاده از  SCFداخلي ژن 
منبع مناسبي براي جداسازي Helaاي اپيتليالي ـه ه سلولـك

 .(ـ  1شكل )ژن فاكتور سلول بنيادي است
 اسيـد 145ب   رمزکننده پروتئين محلول بالا به طول     

آغازگرهـاي   از اسـتفاده  با  Hela سلولي رده cDNA آمينه از
 pfu آنزيم وسيله مذكور به ژن براي طراحي شده اختصاصي

DNA polymerase ــه ــحي   داراي ک ــدرت تص ــاي  ق خط
 مشـاهده . شـد  تکثيـر  PCR بـه وسـيله   ،همانندسازي اسـت 

جفت باز بـه عنـوان محصـول نهـايي      514 طول به اي قطعه
PCR  جداسـازي  ،  %4پو از الكتروفورز بر روي ژل آگارز

 (.4 شكل)محلول را تأييد كرد SCF  توالي رمزكننده
 

در   فـاكتور سـلول بنيـادي    هسـازي تـوالي رمزكننـد    همسانه
 : pET32وكتور 

ــده     ــوالي رمزكنن ــو SCF ت ــا از پ ــرش ب ــزيم ب  هــايآن
 کلون شد،  pET-32aوكتور  درون به اختصاصي محدودالارر

 هـاي كلـون  انتقال يافت و E.coli TOP10 باكتري درون به و
سـيلين و  آمپـي  بيوتيـك محيط حاوي آنتي در رشد با باكتري

 . شد غربالگري كلرامفنيكل
 

200 bp

300 bp

100 bp

221 bp
Internal 

SCF

100 bp

200 bp

300 bp

190 bp
β-Actin

    
 

جفت بازي، در ستون  444مولکولي  در ستون اول شاخص اندازه: ؛ الف TAE بافر در %2روي ژل آگارز  بر PCRالكتروفورز محصول : 4شكل
در : ب. عنوان كنترل نشان داده شده است  اختصاصي به آغازگرهايداري بتااكتين با  بازي محصول تكثير ژن خانه جفت 464دوم و سوم باند 

با  SCFتوالي بازي حاصل تکثير بخشي از   جفت 224جفت بازي، در ستون دوم و سوم  باند  444مولکولي  ستون اول شاخص اندازه
 . هاي داخلي اختصاصي نشان داده شده استآغازگر

  3           4           1                                       3          4            1 

bp 154 
β-Actin 
 

bp 441 
Internal 
SCF 

bp 344 
bp 444 
bp 144 
 
 
 

bp 344 
bp 444 
bp 144 
 
 
 

 الف                                                  ب                  
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500 bp
400 bp

600 bp
SCF 516 bp

1 2

 
 pET32a-SCFالکتروفورز پلاسميدهاي نوترکيـب    در نتيجه

-pETهاي مثبت در کنـار پلاسـميد   است راج شده از کلوني

32a پلاسميدهاي نوتركيب با نشان دادن  عنوان شاخص، به
از لحـا  وجـود    %5/1تأخير در حرکت بر روي ژل آگارز 

 - 3شـكل )سازي شده، مثبـت ارزيـابي شـدند   همسانه  قطعه
 در هـدف  ژنسازي همسانه صحتي بررس منظور به (.الف

ــل ــوي  pET-32a حام ــين الگ ــيآنز هضــماز روش تعي ي م
 pET32a-SCFبعد از هضم پلاسميد نوترکيـب  . شد استفاده

  کنندهمحدودمثبت با دو آنزيم  است راج شده از يک کلوني
NcoI و XhoI  دو بانـد  %1و الکتروفورز بر روي ژل آگارز ،

  باز و قطعه كيلو 5/5مجزا مربو  به پلاسميد خطي به طول 
  انـدازه   مقايسـه . دست آمد جفت باز به 514هدف به طول 

قطعات حاصل از هضم آنزيمي با شاخص اندازه مولکـولي  
کل ش ـ)سازي را تأييد کردکيلو جفت بازي، نتيجه همسانه 1
 PCR با SCF ژن حاوي نوتركيب وكتورهاي سپو(.  ـ  3

و به منظور اطمينـان از صـحت    گرديد انت ا  و جداسازي
سلول بنيادي کلـون شـده در وکتـور     فاکتور توالي رمزكننده

 T7هاي عمـومي آغازگرنوترکيب، تعيين توالي با استفاده از 

promoter  وT7 terminator  رديفـي   نتـاي  هـم  . انجام شـد
كلون شده با تـوالي ژن فـاکتور سـلول بنيـادي      SCF توالي

 BLASTو نيـــز نتـــاي     NCBIموجـــود در بانـــك ژن   
. سـازي را تاييـدكرد   ها، صـحت همسـانه   نوكلئوتيدي توالي

 هـي   داد مرجـع نشـان   هايتوالي با يابي توالي نتاي  مقايسه

 نـداده  روي شده ژن کلون اين قطعه در جهشي و تسيير گونه
 ـ  پـو از تعيـين تـوالي، کـدون     .است وسـيله  ه هـاي نـادر ب
 AGG،AGAکدون  3شامل  Rare Codon Analysisافزار  نرم

 مربـو   CTAاسيد آرژنين، کـدون   مربو  به آمينوCGA و 
اسـيد   مربـو  بـه آمينـو    ATAبه آمينواسيد لوسين، کـدون  

اسـيد پـرولين    مربـو  بـه آمينـو    CCCايزولوسين و کدون 
هـاي نـادر موجـود در تـوالي     کـدون  در مجمور. يافت شد
-pETفاکتور سلول بنيادي كلون شده در پلاسميد   رمزكننده

کدون نادر مربـو  بـه آمينواسـيد آرژنـين در      5، شامل  32
 151و  141، 111، در موقعيـت  (AGG) 148و  5موقعيـت  

(AGA ) سهار کـدون  84و12، 23، 48و در موقعيت ،ATA 
و  141،  32ن، در موقعيـت  اسيد ايزولوسـي  مربو  به آمينو

 مربو  بـه آمينواسـيد پـرولين و هـم     CCC، سه کدون 131
اسـيد   مربـو  بـه آمينـو   CTA کدون  54سنين در موقعيت 
 .لوسين يافت شد

 
 :Rosetta ميزبان بياني  بيان فاکتور سلول بنيادي در

براي  Rosettaهاي باکتري پو از تراري تي سلول    
 ها بر روي محيط كشت پذيرش وکتور نوترکيب، باكتري

 كه ژن مقامت به)هاي كلرامفنيکل بيوتيك انت ابي شامل آنتي
كه ژن )سيلين سنين آمپي و هم( وجود دارد Rosettaآن در 
 قرار pET32-SCFر روي وكتور نوتركيب ـه آن بـت بـمقام

bp 444 
bp 544 
bp 244 
 
 
 
 

bp 514 SCF 

 
 
 

 4                1           
 
 

توالي رمزکننده فاکتور  PCRالكتروفورز محصول : 2 شكل
؛ در ستون اول TAE بافر در %2روي ژل آگارز  سلول بنيادي بر

جفت بازي و در ستون دوم باند  444شاخص اندازه مولكولي 
ه وسيل  به SCFبازي محصول تکثير توالي رمزکننده   جفت 349

 آغازگرهايو در حضور  pfu DNA polymeraseآنزير 
  .اختصاصي با پيكان نشان داده شده است
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5000 bp

    

5000 bp pET32 5900 bp

SCF 516 bp

250 bp

500 bp

750 bp

 
 

( 5ستون )مثبت كنترل؛ الکتروفورز پلاسميد استخراج شده از کلوني pET-32الکتروفورز پلاسميد نوتركيب در مقايسه با پلاسميد ( الف:  5شکل
 4ستون . ، نوتركيب ارزيابي شد%3/4با نشان دادن تأخير در حركت بر روي ژل آگارز ( 2ستون )به عنوان كنترل pET-32در كنار پلاسميد 

 4مولکولي   شاخص اندازه 4آنزيمي وکتور نوترکيب؛ ستون  هضر واکنش الکتروفورز محصول( ب. کيلوبازي است 4شاخص اندازه مولکولي 
 .دهدجفت باز از وكتور نوتركيب که با پيکان مشخص شده است را نشان مي 349به طول  SCF  دهجدا شدن توالي رمزكنن 2بازي، ستون  کيلو

 
 دهنـده ، رشد كرده و كلوني تشـكيل دادنـد کـه نشـان    (دارد

. بـود   Rosetta هـاي ميزبـان  به سلول ورود وکتور نوترکيب
 ـ   ، الکتروفـورز   IPTG  وسـيله ه بعد از القاء بيـان پـروتئين ب

ــا اســتفاده از روش پــروتئين در سيســتم  SDS-PAGEهــا ب
كننده و ژل جداكننده انجام  بافري ناپيوسته شامل ژل متراكم

  .شد
پـروتئين   يـك  بيان آکريل اميد، پلي ژل الکتروفورز نتاي     
کيلودالتـوني شـاخص    25 الـي  35 باندهاي ميان محدوده در

 34 مولکولي حدود وزن با که دهدمي نشان را وزن مولكولي
عدم وجـود بانـد   . دارد خواني هم شده بيني پي  کيلودالتون

ــلول  34 ــه س ــون در نمون ــاي  كيلودالت ــالي و  Rosettaه خ
كيلودالتون  34و وجود باند  IPTGهاي قبل از القا با  باكتري

داراي وكتور نوتركيب بعـد از   Rosettaهاي  در نمونه سلول
بيان پروتئين فاکتور سلول بنيادي در سيستم   القا، تأييدكننده

در  هـا  پـروتئين  لازم به ذکر اسـت بيـان  . بود Rosettaبياني 
ساعت القا بـا   4بهتر از مدت زمان  ساعت القا 2 مدت زمان

IPTG (.الفـ  2شكل)ارزيابي شد 

 طبـق  وسترن بـلات  اي آزم،  براي تاييد وجود پروتئين    
 بـه  پـروتئين الکتروفـورز   از پو. شد انجام استاندارد روش
ــالو  SDS-PAGE روش ــده  انتقـ ــک شـ ــدهاي تفکيـ   بانـ
 ـ   PVDFغشـاي  بـه هـا   پروتئين وسـيله  ه ، سـنج  ايمنـي ب
انجـام   HRPمتصل بـه   His-Tag Anti نوکلونالومبادي  آنتي
دهد برسسـب هيسـتيديني   مي نشان بلات وسترن نتاي . شد

 ،(pET32a- SCF)متصل به فاکتور سلول بنيـادي نوترکيـب   
  HRPمتصل بـه  His-Tag  Anti نوکلونالوم باديتوسط آنتي

 . باشدمي شناساني قابل
بـا    فاکتور سـلول بنيـادي   باند پروتئين نوترکيب مشاهده    
دالتــون کــه از  کيلــو 34آمينواســيد بــا وزن مولکــولي  342

 His6-tagو  اسـيد  آمينو 145با  SCFمجمور وزن مولکولي 
دهنـده  آمينواسيد تشکيل شده است، نشان 155با  trx-tagو 

 ـ . بيان پروتئين نوتركيب بود  روتئينـان پ ــمطابق انتظـار، بي
مشاهده نشـد،  هاي كنترل  در سلول  اديـول بنيـور سلـفاکت 
بيـان ايـن     ، IPTGد از القاء با هاي تراآلوده بع سلول  اما همه 

 (. ـ  2شكل )پروتئين را نشان داد 

 ب                                                         الف    

 
bp 5444 
 

bp 154 
bp 544 
bp 454 
 
 
 
 
 

bp 514 SCF 

bp 5544 pET32 
bp 5444 

  3          4          1                                                4               1 
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به عنوان کنترل منفي است که عدم  Rosettaعصاره سلولي  4؛ ستون )%42آکريل آميد  ژل پلي(فاکتور سلول بنيادي  SDS-PAGE: الفا  1شکل 

 4 هاي کلوني شمارهسلول  ترتيب؛ عصاره هاي بعدي به مولكولي، ستونشاخص وزن : 2ستون . دهدرا نشان مي  بيان پروتئين فاکتور سلول بنيادي
ستون )قبل از القاء  2هاي کلوني شماره ، عصاره سلول(3ستون )ساعت بعد از القاء 1و ( 1ستون )پس از القاء ساعت 2، (5ستون )قبل از القاء

نوتركيب با وزن مولكولي حدود  SCFپروتئين  2و  7، 3، 1هاي  ر ستون؛ د(2ستون )ساعت بعد از القاء 1و ( 7ستون )پس از القاء  ساعت 2، (9
، Rosettaهاي کنترل سلول  عصاره: 4؛ ستون  سلول بنيادي فاکتور آزمايش وسترن بلات پروتئين( ب. كيلودالتون با پيكان نشان داده شده است 59

پس از  ساعت 2، (5ستون )قبل از القاء  4 هاي کلوني شمارهره سلولترتيب؛ عصا هاي بعدي به شاخص وزن مولكولي پروتئين، ستون: 2ستون 
و ( 7ستون )پس از القاء  ساعت 2، (9ستون )قبل از القاء  2هاي کلوني شماره سلول ، عصاره(3ستون )ساعت بعد از القاء  1و ( 1ستون )القاء 

كيلودالتون با پيكان نشان داده  59با وزن مولكولي حدود  SCFباند مربوط به پروتئين  2و  7، 3، 1هاي  ؛ در ستون(2ستون )ساعت بعد از القاء  1
 .شده است

 بحث
ميلونيـد، اريترونيـد،   هـاي  تمايز انوار متعدد سلول و بقا    

مگاکاريوسيت، لنفاوي، سلول زايا و اجـداد ملانوسـيت بـه    
فـاکتور سـلول   . حضور فاکتور سلول بنيادي وابسـته اسـت  

هـاي  اي در تحقيقـات سـلول  گسترده به طور( SCF)بنيادي
بنيادي و نيز در تحقيقات مربو  به بررسي روند مولکـولي  

حـاد و مـزمن    هـايي از جملـه لوسـمي   زايي سرطانبيماري
سرطان ت مـدان و پروسـتات و     نوروبلاستوما،  ميلوبلاستي،

هاي بنيادي مهاجرت سلول هاي همطالع سنين در هم  لنفوما،
و   هـا مولکولي در انـوار کـم خـوني    هاي هسرطاني و مطالع

 نق . شودهاي درماني جديد استفاده ميي ايجاد روشـحت

دركشــت و توســعه بــارز پــروتئين فــاکتور ســلول بنيــادي 
 هاي بنيادي خونساز و جنيني، اهميت مطالعه و توليـد  سلول

 .دهدرا نشان مي( SCF)فاکتور سلول بنيادي
کشـت داده   Helaهـاي  در تحقيق حارر ابتـدا از سـلول      

کــل اســت راج شــد و پــو از  RNAشــده در آزمايشــگاه، 
فاکتور سلول بنيادي به طـول   ، ژن کدکننده cDNAساخت 
قطعـه ژنـي هـدف بـه حامـل      . ت باز تکثير گرديدجف 514

سازي و ايجاد حامل نوترکيب  مناسب منتقل و صحت کلون
ــتفاده از روش  ــا اس ــاي ب ــط   PCRه ــم توس ــوي هض ، الگ

 در مرحلـه . ييـد شـد  ايابي ت هاي محدودکننده و توالي آنزيم
بعد ژن رمزکننـده فـاکتور سـلول بنيـادي در ميزبـان بيـاني       

 الف                                           ب           

8    1   4      5      2      3     4      1               8    1       4       5      2        3     4        1 
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Rosetta سسب  يان پروتئين حاصل متصل به برب. توليد شد
( کيلـو دالتـون   34)، از نظر وزن مولکـولي  trxهيستيديني و 

سنين ماهيت پـروتئين بيـان شـده بـه عنـوان       هم. ييد شدات
گـذاري وسـترن و بـا    فاکتور سـلول بنيـادي بـه روش لکـه    

متصـل   His-Tag Anti نوکلونـال ومهاي بادياستفاده از آنتي
 .تاييد شد HRPبه آنزيم 

انسـاني داراي   افاکتور سلول بنيادي با منش ـ ژن کدکننده    
اسـت، در مطالعـه حارـر از    ( rare codon)کـدون نـادر   13

براي بيان پـروتئين نوتركيـب فـاكتور     Rosettaميزبان بياني 
کـه   اين ميزبان رمن ايـن . سلول بنيادي انساني استفاده شد

وتي ماننـد توليـد   تمامي مزاياي يك سيستم بيـاني پروكـاري  
متر نسبت به ساير مقادير زيادي از پروتئين با هزينه نسبتاً ك

، امكــان افــزاي  ميــزان توليــد هــاي بيــاني را دارد سيســتم
يـك   Rosettaميزبـان بيـاني   . کنـد محصول را نيز فراهم مي

هـاي  سويه مهندسي شده است كـه امکـان توليـد پـروتئين    
،  AGG  ،AGA  ،AUAهاي نـادر مثـل   يوکاريوتي با کدون

CUA  ،CCC  وGGA بنـابراين مشـکل توليـد    . وجود دارد
هاي نـادر نيـز مرتفـع شـده و     فاکتور سلول بنيادي با کدون

هاي متناسـب   سازي توالي و سنتز ژن با كدون نيازي به بهينه
 .با سيستم بياني پروكاريوتي وجود ندارد

کشـت داده   Helaهـاي  در تحقيق حارر ابتـدا از سـلول      
کــل اســت راج شــد و پــو از  RNAشــده در آزمايشــگاه، 

فاکتور سلول بنيادي به طـول   ، ژن کدکننده cDNAساخت 
قطعـه ژنـي هـدف بـه حامـل      . جفت باز تکثير گرديد 514

ــون ســازي و ايجــاد حامــل   مناســب منتقــل و صــحت کل
، الگــوي هضــم  PCRهــاي نوترکيــب بــا اســتفاده از روش

در . ييـد شـد  ايـابي ت  د کننده و تواليهاي محدو توسط آنزيم
هـاي  بعد ژن رمزکننده فاکتور سلول بنيادي در سلول مرحله

Rosetta ــد ــان گردي ــه  . بي ــروتئين حاصــل متصــل ب ــان پ بي
کيلو  34)، از نظر وزن مولکولي  trxبرسسب هيستيديني و 

سنين ماهيت پروتئين بيـان شـده بـه     هم. ييد شدات( دالتون
گذاري وسترن و بـا  بنيادي به روش لکهعنوان فاکتور سلول 

  لـمتص His-Tag Anti الـنوکلونومهاي بادياستفاده از آنتي
 .تاييد شد HRPبه آنزيم 

فـاکتور سـلول بنيـادي     4443و همکـاران در سـال   هن     
نوترکيب انساني را با استفاده از سيستم بياني يوکاريوتي در 

 منظور توالي رمزكنندهبه اين . هاي حشره توليد كردندسلول
را بـه فـرم   ( آمينواسـيد  145)فاکتور سلول بنيـادي محلـول  

 ـ( آمينواسـيد  125)کوتاه شده آن   14وسـيله يـك لينكـر    ه ب
 pAcSecG2Tدر وکتــور   ،اســيدي متصــل کــرده   آمينــو
در سيستم بيـاني بـاکلوويروس بيـان    نموده و سازي  همسانه
بـه سيسـتم    اين سيستم از نظر هزينه و زمان نسـبت . کردند

 (.42)تر و زمانبر است بياني پروکاريوتي پرهزينه
عسگري و همکاران فاکتور سلول بنيادي  4413در سال     

امـا  . سـازي كردنـد  همسـانه  pET-26bمحلول را در وکتور 
 (. 45)گزارشي از بيان و ت ليص اين پروتئين ارانه نکردند

نيـادي  فرهادي و همکاران فاکتور سلول ب 4413در سال     
مـورد اسـتفاده در   )محلول را با استفاده از يک شاتل وکتـور 
 pPIC9بـه نـام   ( سيستم بياني پروكاريوتي و هم يوکاريوتي
 Picha pastorisدر سيســـتم بيـــاني يوکـــاريوتي م مـــر 

اين سيستم نيـز از نظـر هزينـه    . سازي و بيان كردند همسانه
 ـ      ت نسبت بـه سيسـتم بيـاني پروکـاريوتي معمـولًا در اولوي

 (.44)گيرد انت ا  قرار نمي

 ، ابتـدا تـوالي رمـز کننـده    4445و همکاران در سـال  لو     
 ـ صـورت دايمـر   ه فاکتور سلول بنيادي نوترکيب انساني را ب

بـه   ،تکثير کرده (rdhSCF)(آمينواسيد بود 145 که کدکننده)
 14وسيله يك لينكـر  ه ب( آمينواسيد 125)آن فرم کوتاه شده

 pET-22bو در وکتـــور  نمـــودهآمينواســـيدي متصـــل  
  Ecoli BL21و سپو در سيستم بيـاني  ندسازي كرد همسانه
 (. 41)نمودندبيان 
 و همکاران فـاکتور سـلول بنيـادي    آكوتا ،4415در سال     

سـازي کـرده   همسانه pET-3bمحلول را با استفاده از وکتور 
 (. 48)توليد كردند  Ecoli BL21و در ميزبان بياني

و همکاران بيان و ت ليص فـاکتور   يوادا ،4414در سال     
ــان     ــاني را در ميزب ــب انس ــول نوترکي ــادي محل ــلول بني س

عاري از اندوتوکسين به وسـيله م لـو      Ecoli BL21بياني
ها نشان دادند  آن. کردن سولفيد با پرسولفيد بهبود ب شيدند

تيوردوکسـين، توليـد فـاکتور    زمان پـروتئين بـا    که بيان هم
 ادي نوترکيب انساني به شكل محلول را افزاي ـول بنيـسل
 (.45)دهدمي
نوترکيب انساني در اتصـال   SCFدر اين مطالعه پروتئين     

کـه بـه    Rosetta، در سـويه   trxبا برسسـب هيسـتيديني و   
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هاي نـادر مربـو  بـه    تواند كدونصورت مهندسي شده مي
 .ريوتي را پشتيباني كند، توليد شدهاي يوكاپروتئين

 
 يريگ جهينت
آميــز تــوالي حاصــل ايــن مطالعــه جداســازي موفقيــت    

و  Helaهـاي  از سـلول ( SCF)فاکتور سلول بنيادي رمزکننده
بود که به دنبـال آن  pET-32a سازي در وکتور بياني همسانه

در ايـن  . بيان شدRosetta پروتئين نوترکيب در ميزبان بياني 
هــاي يوکــاريوتي بــا سيســتم بيــاني امکــان توليــد پــروتئين

 AGG ،AGA  ،AUA   ،CUA  ،CCCهاي نادر مثـل   کدون

وجود دارد بنابراين به ميزان بالايي پروتئين فاکتور  GGAو 
 .سلول بنيادي توليد شد

 
 يتشكر و قدردان

کارشناسـي   دوره دانشـجويي  نامـه  پايان حاصل مقاله اين    
مؤسسـه   مركـز تحقيقـات   بيوتکنولوژي پزشکي ارشد رشته

بودجه  .باشد مي خون عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال
مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشـي طـب   اين تحقيق توسط 

 در انتقال خون تأمين گرديده و همه مراحـل عملـي پـروژه   
 .است انجام شدهانتقال خون ايران  تحقيقات سازمان مركز
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Abstract 
Background and Objectives 

Stem cell factor (SCF) is a 28-40 kDa glycoprotein which plays an important role for the 

proliferation and differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs). SCF binds to the C-kit 

receptor, and improves the survival of HSCs in vitro. SCF is one of the essential supplements 

for cultivation of HSCs in vitro. It plays a vital role to increase the number and size of HSC 

colonies. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, glycosylation of SCF does not seem to influence its biological 

activity; therefore, it would be possible to produce it in prokaryotic expression system. The aim 

of this study was isolation, cloning and expression of SCF in the Rosetta expression host  In 

addition to the features of prokaryotic expression system, Rosetta was expected to provide rare 

codons of eukaryotic proteins and increase the recombinant protein expression level.

 

Results 

The SCF coding sequence was isolated and amplified using the specific primers and cloned in 

E.coli TOP10 using pET-32a expression vector. The recombinant construct was confirmed by 

PCR, digestion and sequencing. The recombinant vector was transformed to the expression 

host, Rosetta.  

 

Conclusions 

The SCF coding sequence was successfully isolated and cloned into the expression vector pET-

32a, followed by recombinant protein expression in Rosetta host strain  
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