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 مقاله پژوهشي 

  

 لوسین بیان فاکتور سلول بنیادی نوترکیب متصل به زیپ
 

 3، کامران موسوی حسیني8پور مهشید محمدی، 8فاطمه تقي خاني

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
های خونساز در تمایز  یک سیتوکاین خوني است که از طریق تأثیر بر روی سلول، فاکتور سلول بنیادی

های توموری  چنین افزایش تکثیر و تهاجم سلول سل و هم ساز خوني، بقا، تکثیر و تمایز ماست های پیش سلول
، باعث همو و در ساختار خود تشکیل همودایمربا  به صورت نوترکیب یا طبیعي لوسین  زیپ کند. مينقش ایفا 

مطلوب در عملکرد یا  یاثرتواند  ه و ميهای متصل به خود شد دایمریزاسیون انواع بسیاری از پروتئین یا هترو
های بنیادی نوترکیب و  سلولر فاکتو باشد. مطالعه انجام شده سعي در دایمریزاسیونها داشته  پایداری آن

  لوسین و بیان آن دارد. زیپ
 ها مواد و روش

 و افزارهای بیوانفورماتیک شامل بخش طراحي پروتئین نوترکیب توسط نرماز نوع تجربي بود.  مطالعه حاضر
های مورد توجه در بخش طراحي از جمله ساختارهای پروتئیني توسط  شاخص باشد. ميآزمایشگاهي  بخش

بررسي  RAMPAGEو پایداری پروتئین نوترکیب توسط   Chimeraو PSIpred افزارهای مختلف شامل نرم
 توسطاریگامي  سازی برای باکتری و بهینه NEBcutterهای برش آنزیمي توسط  شد. پس از تعیین جایگاه

Optimizer توالي انجام شد. در ادامه کلون آن در باکتری  اخت، سTOP10 اریگامي و بیان پروتئین در باکتری 
 انجام گرفت.

 ها يافته
برگیرنده  ، درLeucine Zipper / SCFبیوانفورماتیک روی پروتئین نوترکیب  های هنتایج حاصل از مطالع

و در  بود بالا از لحاظ پایداری در سلول زندههای لازم جهت ساختار صحیح پروتئین و دارای امتیازی  شاخص
 .اشتادامه نتایج حاصل از بخش تجربي نشان از کلون و بیان موفق آن د

 ينتيجه گير
در میزبان اریگامي را  Leucine Zipper/SCFسازی و بیان موفق پروتئین نوترکیب  نتایج این مطالعه، همسانه

 تائید نمود. 
 ، پروتئین نوترکیب، دایمریزاسیونStem Cell Factor ،Leucine Zipper :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 82/11/1932: تاريخ دريافت
 11/50/1055: تاريخ پذيرش

 ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران کارشناس ارشد بیوتکنولوژی پزشکی -1
ـ استاديار مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستی:  ژنتیک مولکولی PhD مؤلف مسئول: -8

1101-10110 
 مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران دانشیارـ  دارويیدکترای تخصصی شیمی  -9
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  مقدمه 
هـای   ( با نام(SCF:Stem Cell Factorفاکتور سلول بنیادی    

 SLF  :Steel Factor( ،)MGF  :Mast Cell)ديگـری وـون  

Growth Factor( و )KL  :Kit ligand )  نیـــز شـــناخته
فاکتور رشدی است که در مراحـ  اولیـه    SCF .(1)شود می
 SCFنقـ  دارد.  ( HSCs  :Hematopoietic stem cells)نمو

باعـ  تحريـک، مهـا،رت، بقـا و تمـايز       HSCsعلاوه بـر  
هـای زايـا    ها و سلول س  ها، ماست سازهای ملانوسیت پی 

( در تشـکی  طیییـی   c-Kitشده و سـیگنالین  ییرنـده آن )  
ين یلیکوپروتئینی، توسط مغـز  خون نق  دارد. اين سیتوکا

هـای   استخوان تولید شـده و توسـط انـواخ مختلـف سـلول     
های اسـترومال مغـز اسـتخوان( و     فییروبلاست)شام  سلول

یــردد.  هــای انــدوتلیال در سرتاســر بــدن بیــان مــی ســلول
 (.8، 9)نداردSCF یلیکوزيلاسیون نقشی در فیالیت زيستی 

 SCF غشا و،ـود دارد و  به دو فرم فیال محلول و متص  به
-0)استدهی متفاوت  از نظر کمی و کیفی در نحوه سیگنال

نق  بسیار مهمـی   SCFکه فرم متص  به غشا  در حالی .(8
کند، فرم محلول آن ،هت کشـت و توسـیه    در بدن ايفا می

شـود. انـواخ    های بنیادی خونساز و ،نینی استفاده می سلول
شـوند. انتظـار    همگی به فرم محلول تولید می SCFتجاری 

 SCFوه باع  افزاي  عملکـرد و پايـداری    رود هر آن می
تحريـک تکییـر، مهـا،رت، بقـا و تمـايز      یردد، در افزاي  

هـا،    هـای بنیـادی خونسـاز، ملانوسـیت      سازهای سلول پی 
های زايا نیز اثـری مللـوب بـر ،ـای      ها و سلول  س   ماست

نوترکیـب بـه    SCFای با ساخت  بگذارد. اين مهم در ملالیه
 SCFتولیـد   .(1)شک  همودايمر کووالان فراهم یشته است

به صورت فیزيولوژيک به شک  مونـومر بـوده و بـه شـک      
باشـــد و   همــودايمر غیرکـــووالان وا،ـــد عملکـــرد مـــی 

دايمريزاسیون آن نق  تنظیمی در تماي  اتصـال و فیالیـت   
بر اساس ملالیه انجام شده فـرم   .(1)کند آن ايفا می   ییرنده

ساختاری بسیار پايـدارتر داشـته و از نظـر    ،  SCFنوترکیب 
تــر از فــرم طیییــی آن در تحريــک ســاخت   عملکـرد وــوی 

از سويی ديگـر بـا    .(1)کند م  میهای مورد ملالیه ع  سلول
بـه   لوسـین  هـا زيـپ   بسیاری که در آن های هتو،ه به ملالی

دايمريزاسـیون انـواخ   صورت نوترکیـب يـا طیییـی باعـ      
 ها شده، اثـری مللـوب در عملکـرد يـا     مختلفی از پروتئین

 ن انتخابی  ـلوسی پـزي .(1-3)تـه اسـا داشتـه داری آنـپاي

رسـد. دلايـ     به نظر مـی  SCFمناسب ،هت دايمريزاسیون 
نهفتــه اســت.  SCFلوســین و  ايــن ادعــا در ســاختار زيــپ

ــپ ــک  از دو  زي ــین متش ــی  لوس ــا م ــیکآ آلف ــد و  هل باش
یريـز   مونومرهای آن با پیچ  به دور هم با پیونـدهای آب 

است و با تشکی  همودايمر،  مابین خود، تشکی  دايمر داده 
باعــ  همــو و يــا هتــرو دايمريزاســیون انــواخ بســیاری از  

دو  .(15، 11)های متص  به خودشـان خواهـد شـد    پروتئین
در،ـه، بـا    95نیز تحت زاويـه   SCFدهنده  پروتومر تشکی 

اتصال سر به سر دايمر یشته و فقط به صورت دايمر دارای 
کـه در   هـايی  هبا بررسـی روی ملالی ـ  .(1)باشد عملکرد می

لوسین ،هت دايمريزاسیون مونومرها به صـورت   ها زيپ آن
نوترکیب يا طیییی صـورت یرفتـه اسـت، بـه ايـن نتیجـه       

 Cو  Nلوسین از هر دو انتهای  زيپ توان دست يافت که می
های ديگر ،هت  وابلیت اتصال به توالی ،ترمینال توالی خود

بـا تو،ـه بـه سـاختار     (. 1-18)القای دايمريزاسـیون را دارد 
SCF لوسین، از نظـر فاـايی امکـان دايمريزاسـیون      و زيپ
SCF باشـد.    لوسین به صورت صحیح ممکن می توسط زيپ

مندی از تمام مزايای میزبان بیانی پروکاريوتی از  ،هت بهره
،مله امکان کشت و تولید در مقیاس وسیع با صرف هزينه 

از میزبـان   ،های يوکاريوتی و زمان کمتر در مقايسه با میزبان
اين  نوترکیب استفاده شد که در SCFپروکاريوتی برای بیان 

در  هــا هراســتا اســتفاده از بــاکتری اشريشــیاکلای در ملالیــ
سولفیدی در هـر   دارای دو پیوند دیSCF  باشد. اولويت می

ســولفیدی مــابین  باشــد کــه پیونــد دی پروتــومر خــود مــی
،هـت اتصـال و فیالیـت زيسـتی ییرنـده       23و0سیستئین 

ســولفیدی مــابین سیســتئین  ضــروری بــوده امــا پیونــد دی
امـا در فیالیـت    نیسـت ی اتصـال ییرنـده لازم   برا 192و09

زيستی ییرنده نق  دارد؛ بـر ايـن اسـاس حاـور هـر دو      
يابی به عملکرد صحیح ییرنـده ضـروری    پیوند برای دست

،ا که محیط سیتوپلاسم باکتری)میزبـان   آن اما از .(9)است
ــده مــی ــانی(، احیاکنن ــدهای   بی باشــد و امکــان تشــکی  بان

سولفیدی در آن فراهم نیست، در اين ملالیـه از سـويه    دی
 (Origami)باکتری اشريشیاکلای بنام اريگـامی   مهندسی شده

هـايی در   ن ،هـ  رود با دارا بـود  استفاده شد که انتظار می
ردوکتـاز، امکـان    ردوکتـاز و یلوتـاتیون   های تیوردکسین ژن

سولفیدی ضروری در ساختار پـروتئین   تشکی  باندهای دی
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سازی توالی طراحی شده نیز برای ايـن   را فراهم کند و بهینه
 باکتری انجام یرفت.

 
  ها روشمواد و 

حاضر در مرکز تحقیقات سـازمان انتقـال    تجربی ملالیه    
انجـام شـد کـه شـام  دو      31-32های  خون تهران در سال

افزارهــای  بخــ  طراحــی پــروتئین نوترکیــب توســط نــرم
  بود:تولید آزمايشگاهی پروتئین بیوانفورماتیک و 

 
بینــی ســاختار اول، دوم و ســوم پــروتئین  طراحــی و پــی 

 :نوترکیب
وسین ،هـت طراحـی پـروتئین    ل و زيپ SCFهای  توالی    

 ,NCBIهــای اطلاعــاتی نوترکیــب پــآ از بررســی پايگــاه

Uniprotkb و RCSB PDB  ــی ــام بررس ــط   و انج ــا توس ه
. بررسـی  (19-10)های بیوانفورماتیکی انتخاب شـدند  برنامه

 LZ/SCFبیدی پروتئین نوترکیب طراحی شـده    ساختار سه
 .(11)انجام شدSwissmodel توسط برنامه 

انجـام    PSIpredافـزار  بینی ساختار دوم، توسط نـرم  پی     
بینــی ســاختار ســوم و بــه  . بــه منظــور پــی (11-13)شــد
بیدی فیـوژن پـروتئین نوترکیـب بـا       آوردن شک  سه دست

استفاده شد. بر ايـن   Chimeraافزار  ، از نرمPDBفرمت فاي  
شـده   تـرين سـاختار متیلـه بـه سـازه طراحـی       اساس کام 
ــپ  SCFمتشــک  از  ــه زي ــد لینکــر   متصــ  ب لوســین و فاو

 .(85)باشد می
 

   :بررسی پايداری ساختار
بینی شده پروتئین نوترکیب  بررسی پايداری ساختار پی     

 .  (81)صورت یرفت RAMPAGEافزار  توسط نرم
 

   :سازی کلونین  و بیان و بهینه  انتخاب میزبان
هـای پـروتئین نوترکیـب، از بـاکتری      با تو،ه به ويژیی    

TOP10 بـه  اريگـامی   به عنوان میزبان کلونین  و از باکتری
ســازی تــوالی  عنــوان میزبــان بیــانی اســتفاده شــد و بهینــه 

نوکلئوتیــدی ،هــت بیــان در میزبــان پروکــاريوتی توســط  
، 89)رای باکتری اريگامی انجام یرفتب Optimizer افزار نرم
هـای   های پروتئین نوترکیب و باکتری یی. بر اساس ويژ(88

ــور   ــان و کلونینــ ، وکت  pET32aانتخــاب شــده ،هــت بی
هـای بـرش آنـزيم     انتخاب یرديد. بررسی و ايجاد ،ايگـاه 

ــرم  ــط ن ــده توس ــزار  محدودکنن ــت  NEBcutterاف و در نهاي
 آلمـان( ) GenScript شـده توسـط   توالی ژن طراحی ساخت

 .(80)انجام شد pET32aدرون وکتور 
 

 :سازی و تراريختی میزبان کلونین  آماده
،هــت پــذيرش وکتــور بــا روش   TOP10هــای ســلول    

کلسـیم مستیدسـازی یشـته و     شیمیايی با استفاده از کلريـد 
ــور  ــال وکت ــی و انتق ــه درون   pET32a-LZ/SCFتراريخت ب

های مستید به منظور افزاي  تیداد وکتور با اسـتفاده   سلول
 از روش شوک حرارتی انجام شد.

 
سـازی   همسـانه  و بررسی صحت نوترکیب وکتور استخراج

  :ژن هدف در وکتور
 نوترکیـب  هـای اختصاصـی، وکتـور    پآ از ايجاد کلنـی     

pET32a-LZ/SCF  از باکتریTOP10 شد. بررسی استخراج 
هـــای  آنـــزيم از اســـتفاده آنزيمـــی بـــا هاـــم الگـــوی

و  ،هت بررسی خلوص وکتـور XhoI و   NcoI محدودکننده
انجـام    pET32aسازی ژن هدف در وکتـور   همسانه صحت

آیــارز ،هـت بررســی نتیجـه انجــام    ژل شـد. الکتروفـورز  
 یرفت.  

 
 : LZ/SCFبیان پروتئین نوترکیب 

،هـت   اريگـامی  هـای بـاکتری   سازی سلول پآ از آماده    
،  pET32a-LZ/SCFپذيرش وکتـور و تراريختـی بـا وکتـور    

در باکتری اريگامی بیان یرديد.  LZ/SCF پروتئین نوترکیب 
 SDS–PAGEبیان پروتئین نوترکیـب توسـط روش    بررسی

صـورت یرفــت. بــرای تهيیــد هويــت پــروتئین نوترکیــب،  
 بلات انجام یرفت. وسترن

 

 ها يافته
تار اول، دوم و ســوم پــروتئین بینــی ســاخ طراحــی و پــی 

 نوترکیب:  
 ول بنیادی  ـور سلـدر یام نخست توالی آمینواسیدی فاکت    

(SCF) ات پروتئین  ـک اطلاعـن از بانـلوسی پـی زيـو توال 
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Uniprotkb  به دست آمد. از توالیSCF(165)  برای طراحی
سـولفیدی   پروتئین نوترکیب استفاده شد کـه پیونـدهای دی  

لازم برای عملکرد صحیح پروتئین و نقاط اتصال به ییرنده 
SCF (c-Kit  نیز در اين محدوده توالی و،ود دارد. پـآ از )

  لوسین در اتصال با پـروتئین  های زيپ بررسی ساختار توالی
SCFئین لوســین مربــوط بــه پــروت ، تــوالی زيــپMyocilin 

 انتخاب یرديد. 
لوسین  در طراحی ساختمان اول پروتئین نوترکیب، زيپ    

ترمینال و توالی مربوط بـه  N بریرفته از پروتئین میوسیلین، 
SCF ، Cدهـد.  شـده را تشـکی  مـی    طراحی ترمینال پروتئین 

 PSIpred افـزار  ساختار دوم پروتئین نوترکیـب توسـط نـرم   

سـازی همولـوژيکی حاصـ  از     مـدل بررسی یشته و نتايج 
دهنده سـاختاری از پـروتئین    نشان SWISS-MODEL برنامه

باشد کـه در آن نحـوه اتصـال تـوالی      می LZ/SCFنوترکیب 
بیــدی  و ســاختمان ســه SCFو  Leucine Zipperپــروتئین 

 باشد)شـک   ورت مللـوب مـی  ـه صـب بـن نوترکیـپروتئی
1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

حاصل  LZ/SCFبعدی پروتئین نوترکیب   : ساختار سه8شکل 

 Swissmodelاز برنامه 

 
 
بینی سـاختار سـوم پـروتئین     نتايج به دست آمده از پی     

بــه وســیله  Chimeraافــزار  توســط نــرم LZ/SCFنوترکیــب 
مشـاهده شـد. ملـابه انتظـار در پـروتئین       PyMOLافزار نرم

وا،د وهار هلـیکآ و   SCF دهنده نوترکیب، دومین تشکی 
لوسین نیز متشـک  از يـک هلـیکآ     و زيپ beta-sheet دو

 .(8 باشد)شک  خلی می

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Chimeraافزار  بیني ساختار توسط نرم : پیش 8 شکل

 

 بررسی پايداری ساختار:
پـروتئین   بینـی شـده بـرای    پـی   پايداری ساختار سـوم     

دهنـده   نوترکیب با اسـتفاده از نمـودار راماوانـدران، نشـان    
ــری  ــه %2/30وراریی ــه   از ريش ــیدی در ناحی ــای آمینواس ه
در ناحیه مجـاز اسـت در نتیجـه پـروتئین      %2/8مللوب و 
از پايـداری مناسـیی در محـیط سـلول      LZ/SCF نوترکیـب 

 .(9 باشد)شک  برخوردار می
 
 
 
 
 
 
 
 

،   LZ/SCFراماچاندران پروتئین نوترکیب: نمودار 3شکل

 های آمینواسیدی در ناحیه مطلوب و مجاز % از ریشه6/21قرارگیری 

 
 سازی توالی نوکلئوتیدی: بهینه
سازی توالی پـروتئین نوترکیـب طراحـی     به منظور بهینه    

از  (E. coli K12)شده ،هـت بیـان در میزبـان پروکـاريوتی    
 استفاده شد. Optimizer افزار آنلاين نرم
، NEBcutterافــزار  بــا تو،ــه بــه نتــايج حاصــ  از نــرم     
انتخاب شـدند. تـوالی   XhoI و NcoI های محدودکننده آنزيم

ها به سکانآ نوکلئوتیدی طراحـی   مح  اثر برش اين آنزيم
در نهايـت تـوالی ژنـی سـاخته شـده      شده اضـافه یشـت.   

(GenScript و به درون وکتور )آلمان ،pET32a د. وارد ش 
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 :ونین سازی و تراريختی میزبان کل آماده
)انسـتیتو   TOP10های بـاکتری   سازی سلول پآ از آماده    

پاستور، ايران( ،هت پذيرش وکتور و نیـز تراريختـی ايـن    
هـا در محـیط کشـت     ها با وکتور نوترکیب، بـاکتری  باکتری

،امــد حــاوی LB agar (Luria Bertani Broth )انتخــابی 
سیلین بر روی  سیلین )ژن مقاومت به آمپی بیوتیک آمپی آنتی

 صـورت  و،ود دارد( کشت و بـه  pET32a-LZ/SCFوکتور 
دهنده موفقیت در تراريختی  اين امر نشان .شدند ظاهر کلنی

 pET32a-LZ/SCF با وکتور نوترکیـب   TOP10های  باکتری
  باشد. و ورود آن به ژنوم باکتری می

 
سـازی   همسـانه  و بررسی صحت نوترکیب وکتور استخراج

  :ژن هدف در وکتور
از  pET32a-LZ/SCFوکتــــور نوترکیــــب  اســــتخراج    

ــاکتری ــای  ب ــويه E.coliه ــا TOP10  س ــتفاده ب ــت از اس  کی
 Miniprep روش بـه ، تـايوان(   Favorgene)وکتور استخراج
 آنزيمـی، وکتـور   هاـم  الگـوی  ،هـت بررسـی   شد. انجام

 XhoI و NcoIمحدودکننده  های آنزيم از استفاده نوترکیب با
شکسته شـد. بررسـی کیفیـت     (Tango 2X)مشترک در بافر

 1وکتور استخراج شده با استفاده از الکتروفـورز ژل آیـارز   
ولیـات حاصـ  از هاـم      درصد انجام شد. بررسی انـدازه 

 صـحت  ،نظـر  مـورد   انـدازه  با ژنی آنزيمی و حاور ولیه
   .(1نمودار تهيید نمود)سازی را  همسانه

 
 بیانی:سازی و تراريختی میزبان  آماده
)انستیتو پاستور، اريگامی های باکتری مستیدسازی سلول    

ايران( ،هت پذيرش وکتـور بـا اسـتفاده از کلريدکلسـیم و     
ــور  ــال وکت ــی و انتق ــ    pET32a-LZ/SCFتراريخت ــه داخ ب

شده توسط شـوک حرارتـی انجـام شـد.      های مستید سلول
،امـد   LB agarها در محیط کشـت انتخـابی    سپآ باکتری
ــی ــی حــاوی آنت ــک آمپ ــی بیوتی ــک ســیلین و آنت ــای  بیوتی ه

هــای مقــاوم بــه ايــن     کانامايســین و تتراســايکلین )ژن 
و،ود دارد( رشد کرده و اريگامی ها در باکتری  بیوتیک آنتی

وفقیـت در تراريختـی   دهنـده م  کلنی تشکی  دادند که نشـان 
   pET32a- LZ/SCFبا وکتور نوترکیب  اريگامی های باکتری

   و ورود آن به ژنوم باکتری است.

 
 
 
 
 
 

-pET32aآنزیمي وکتور نوترکیب هضم الگوی : بررسي8نمودار 

LZ/SCF  811شاخص اندازه مولکولي  8توسط الکتروفورز؛ ستون 
، ستون  NcoIو XhoI واجد آنزیم محدودکننده  8بازی، ستون  جفت

 واجد آنزیم محدود 4کیلوبازی، ستون  8شاخص اندازه مولکولي  3
فاقد  6، ستون  NcoIواجد آنزیم محدودکننده  5، ستون XhoIکننده 
 آنزیم.

 
 : LZ/SCFین نوترکیب پروتئ بیان
پــآ از LZ/SCF  پــروتئین نوترکیــب  ،هــت بیــان     

ها به مدت يک شب در انکوبـاتور، از آن   یرمایذاری کشت
 بیــان پــروتئین نوترکیــب یکشــت تــازه تهیــه شــد و القــا

LZ/SCF  توسطIPTG  سیگما، آمريکا( انجام شد. بررسـی( 
توسـط  اريگامی،  درLZ/SCF  فیوژن پروتئین نوترکیب بیان

 SDS-PAGE روش از اســتفاده بــا هــا پــروتئین الکتروفــورز
نمـودار  شد. نتايج حاص  از الکتروفورز)وسمت الف  انجام
 8در سـتون  LZ/SCF دهنده بیان پروتئین نوترکیب  ( نشان8

در  IPTGســاعت پــآ از القــا توســط  1پــآ از یذشــت 
 باشد. در اين می 9های وی  از القا در ستون  مقايسه با نمونه

ساعت پآ از القـا   1و  0، 8میان در بررسی فواص  زمانی 
ساعت پآ  1رسد که باکتری در زمان  با يکديگر به نظر می

 ، بیشترين میزان بیان پروتئین نوترکیـب  IPTGاز القا توسط 
LZ/SCF تـری بـرای برداشـت     را نشان داده و زمان مناسب

 . (8نمودار )وسمت ب پروتئین است
بـا   اريگـامی  های تراريخـت شـده بـاکتری    کلنیاز میان     

، وهـار کلنـی مجـزا و     PET32a-LZ/SCF وکتور نوترکیـب 
بهتـرين غلظـــت    کووک انتخاب شـده و ،هـت بررسـی   

IPTG هـای متفـاوت    بیان باکتری، از غلظـت  ،هـت القـای
IPTG 1/5- 0/5- 1- 8 مولار استفاده شد کـه غلظـت    میلی

ت برای القای باکتری ،هت مولار بهترين میزان غلظ میلی 1
نمـودار  باشد)وسمت ج  می LZ/SCFبیان پروتئین نوترکیب 

8).  

    6      5      4        3      0      1 

bp 103 

bp 1555 

bp 055

bp 105 

bp 055 

bp 805
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 )ب(                                                  (            )الف                                 

 

 

 

 

 )د(                                                         )ج(                              

های مختلف پس  ب( بررسي بیان در زمان IPTGجهت بررسي میزان بیان؛ الف( بررسي بیان قبل و پس از القا با SDS – PAGE : نتایج 8نمودار 

در  د( مقایسه بیان دو کلني مختلفLZ/SCF برای القای باکتری جهت بیان پروتئین نوترکیب  IPTGج( بررسي بهترین میزان غلظت  از القا

ODهای مختلف 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

پس از بیان  LZ/SCF: تأیید هویت پروتئین نوترکیب  3نمودار 

 بلات توسط روش وسترن

 

رشد بـاکتری در طـول    OD)دانسیته ،ذب نوری )  بهترين
ارزيــابی یرديد)وســمت د  0/5نــانومتر، حــدود  155 مــوج
 (.8نمودار 

 : LZ/SCFپروتئین نوترکیب  تهيید هويت
کــه تــوالی پــروتئین نوترکیــب  در انتهــا بــه دلیــ  ايــن    

LZ/SCF   دارایHis-Tag باشد، پآ از بیـان هويـت آن    می
 نوکلونـال وهـای م  بادی آنتی بلات با استفاده از توسط وسترن
Anti His-Tag  متص  به آنزيمHRP (.9نمودار شد) تهيید  

 

 بحث
 در بقا، تکییر و تمايز انواخ   SCFر به اهمیت حاور ـنظ     

 ازهای  ــس  ـاز، پیـادی خونسـای بنیـه ولـــف سلـمختل
و در راسـتای   هـای زايـا   ها و سلول س  ها، ماست ملانوسیت

هـای   درمانی در دهـه  پیشرفت روزافزون بیوتکنولوژی و ژن
هـای   های مهم در فیالیت به عنوان يکی از یزينه SCFاخیر، 

ای  بـه نحـو یسـترده    SCFاست.  شده بیوتکنولوژی شناخته
های بنیـادی، بررسـی رونـد مولکـولی      سلول های هدر ملالی
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 هـای  ههـای سـرطانی و ملالی ـ   ها و مها،رت سـلول  سرطان
هـای   هـا و حتـی ايجـاد روش    خـونی  مولکولی در انواخ کم

درمانی ،ديد مورد استفاده است. بدين منظور در بسـیاری  
بـه شـیوه    SCFتولیـد   ،مو،ود در اين حیلـه  یها هاز ملالی

 ،رار یرفته اسـت. امـا در ايـن مسـیر    نوترکیب مورد تو،ه و
نوترکیـب اغناکننـده و بـه صـرفه     SCF يابی به  صرف دست

نـوترکییی کـه وا،ـد سـاختاری      SCFباشد؛ بلکه تولید  نمی
تـر   پايدارتر و عملکردی بیشتر از فرم طیییی باشد، مللـوب 

 خواهد بود.  
مقايسـه دو فـرم دايمـر     1331ای در سال  طی ملالیهدر     

 SCF)فـرم طیییـی(    )فرم نوترکیب( و غیرکووالان کووالان
هـای مشـاهده شـده از     دهنده افزاي  در تیـداد کلنـی   نشان
SCF  های مشـته از   د سلولتوانايی تحريک رشنوترکیب و
نظر ملالیه و نیز پايداری بالاتر در مقايسه  های مورد میزبان
با تو،ه به اين ملالیه کـه سـیی بـر     .(0)طیییی بود SCFبا 

ــای  ــیون     SCFارتق ــوه دايمريزاس ــر نح ــهثیر ب ــه ت از طري
 ـ  SCFمونومرهای  دسـت آمـدن رانـدمان    ه شده و باعـ  ب

ه اسـت؛ ايـده ارتقـای    یشت SCFبالاتری در بیان و پايداری 
SCF      توسط تقويت و يـا تغییـر نحـوه دايمريزاسـیونSCF 

شک  یرفت. در ملالیه عنوان شده بـا تـداخ  در سـاختار    
فاايی پروتئین به نتیجه موردنظر دست يافتند؛ در نتیجه بـا  

لوسین يکی از مـواردی اسـت کـه بـه      که زيپ تو،ه به اين
هـای متصـ  بـه     یصورت طیییی وادر به دايمريزاسیون توال

بسیاری کـه در ايـن    های هباشد و با تو،ه به ملالی خود می
لوسـین در   زمینه انجام شده است و نظر بـه تـهثیرات زيـپ   

هـای   تـوالی  ،افزاي  فیالیـت دومـین کاتالیتیـک    و پايداری
لوسـین بـه صـورت اتصـال      هايی که موتیف زيـپ  پروتئین

در  .(1-3)هـا متصـ  یشـته اسـت     طیییی يا نوترکیب به آن
 لوسین به تـوالی  رو با اضافه کردن موتیف زيپ ملالیه پی 

SCF  ، لوسـین بـه عنـوان ابـزاری طیییـی      در واوع از زيـپ 
يــابی بــه نتــايج مــوردنظر بــدون تــداخ  در  ،هــت دســت

 انجام شده  ساختمان فاايی پروتئین استفاده شد. در ملالیه
مونومرهـای پـروتئین توسـط     ، دايمريزاسیون8550در سال 
ــهثیر نشــان مو،ــود در ســاختار آن لوســین زيــپ ــده ت  دهن
پايداری اين پروتئین در انواخ شرايط سـخت   بر لوسین زيپ

در پـژوه  صـورت یرفتـه در سـال      .(1)دباش ـ بافری مـی 

بـه صـورت    لوسـین  زيـپ  نیز ،هت بررسی اتصـال  8555
افـزاي   ،  in vitroو  in vivoدر هـا،   تئیننوترکیب بـه پـرو  

لوســین )فــرم  فیالیــت دومــین کاتالیتیــک متصــ  بــه زيــپ
نوترکیب( نسیت به دومین کاتالیتیک )فرم طیییی( مشـاهده  

 .(3)یرديد
حول  ،در ايران SCFصورت یرفته بر های هتاکنون ملالی    

در ای  بوده است. در ملالیـه  SCFمحور کلون و بیان توالی 
را  SCF در ايران، توالی کدکننـده فـرم محلـول    8510سال 

ــون  ــورد  کل ــا در م ــد ام ــه    نمودن ــی ارا  ــان آن یزارش بی
در  8511در ســال ای  ونــین در ملالیــه هــم .(80)نگرديــد

تـوالی کدکننـده مونـومر    در ايران،  SCF،هت بررسی بیان 
SCF  در سويه کلون وRosetta-gami (0)بیان شد.  
عنوان شـده،   های ههدف ملالیه حاضر با تو،ه به ملالی    

. بــود LZ/SCFطراحــی و بیــان تــوالی پروتئینــی نوترکیــب 
هـای   رو پـآ از بررسـی پايگـاه    ،هت تحقه هـدف پـی   

اطلاعاتی مختلف، توالی آمینواسیدی فاکتور سـلول بنیـادی   
(SCF) لوسین مربوط به پروتئین میوسیلین بـه   و توالی زيپ

دست آمد. ،هت بررسی ساختار دوم پروتئین نوترکیـب از  
بیدی پـروتئین    استفاده شد. ساختمان سه PSIpredافزار  نرم

بررسی و در  Swiss-modelتوسط برنامه  LZ/SCFنوترکیب 
سازی همولوژيکی، نحوه اتصال تـوالی پـروتئین    نتايج مدل

Leucine Zipper  وSCF بیدی آن به   به هم و ساختمان سه
هـای   باشد. بررسی ساختار سـوم تـوالی   صورت مللوب می

افـزار   هـای متفـاوت توسـط نـرم     انتخابی نیز تحت ویدمان
Chimera     بینـی   انجام یرفت. نتايج به دسـت آمـده از پـی

افـزار   توسـط نـرم   LZ/SCFساختار سوم پروتئین نوترکیـب  
Chimera دهنده فولد مناسب و تشکی  سـاختار کامـ     شانن

باشد. پايداری ساختار سـوم پـروتئین    سازه طراحی شده می
با استفاده از نمودار راماواندران بررسـی   LZ/SCFنوترکیب 

  ب پروتئین نوترکیبــداری مناسـده پايـدهن ه نشانـد کـش
LZ/SCF    .در محیط سلول است 

 8511ت یرفتـه در سـال   ،ا که در ملالیـه صـور   از آن    
به عنوان  Rosetta-gamiهای نادر، از سويه  ،هت بیان کدون

در ملالیـه حاضـر بـه دلیـ       .(0میزبان بیانی اسـتفاده شـد)  
ــانی و     ــان بی ــوان میزب ــه عن ــامی ب ــويه اريگ ــتفاده از س اس

افـزار   سازی توالی برای میزبان انتخاب شده توسط نرم بهینه
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ها در اريگامی بیـان خواهنـد    ، تمامی کدوناپتیمايزر آنلاين
، NEBcutterافـزار   شد. با تو،ـه بـه نتـايج حاصـ  از نـرم     

انتخاب شـدند. تـوالی   XhoI و NcoI های محدودکننده آنزيم
ها که برای بیان پروتئین در میزبـان   مح  اثر برش اين آنزيم

پروکاريوتی ضروری است، به سکانآ نوکلئوتیدی طراحی 
، GenScript)توالی ژنی توسطشده اضافه یشت. در نهايت 

 کلون یرديد. ساب pET32aسنتز و درون وکتور آلمان( 
)انسـتیتو   TOP10سازی سازه ژنی از بـاکتری  ،هت همسانه

پاستور، ايـران( بـه عنـوان میزبـان کلونینـ  اسـتفاده شـد.        
از میزبـان کلونینـ  بـا     pET32a- LZ/SCFاستخراج وکتور 

بـه  ، تايوان(  Favorgene)استفاده از کیت استخراج پلاسمید
انجام شد. به منظور مشاهده و اطمینـان از   Miniprepروش 

صحت و خلوص وکتور استخراج شده، محصـول واکـن    
هام آنزيمی، با استفاده از الکتروفورز در ژل آیـارز مـورد   

 بررسی ورار یرفت.  
پیشین پآ از بیان پروتئین نوترکیـب در   های هدر ملالی    

پروتئین نوترکیب ،هت  Refoldingنیاز به ،  E.coliباکتری 
،ـا کـه دو    از آن .(81)بـود سولفیدی  تشکی  پیوندهای دی

،هـت اتصـال و فیالیـت زيسـتی      SCFسولفیدی  پیوند دی
بـه دلیـ     E.coliییرنده ضـروری اسـت و محـیط بـاکتری     

ســولفیدی  احیاکننـده بــودن ســیب شکســت پیونــدهای دی 
در نتیجـه  یـردد،   می LZ/SCFمو،ود در پروتئین نوترکیب 
استفاده شد که موتانت  اريگامی در ملالیه حاضر از باکتری

ــويه   ــه از س ــی E.coli K12بریرفت ــويه    م ــرا س ــد زي باش
هـای   هـايی در ژن  شده اريگامی با دارا بودن ،ه  مهندسی

ردوکتـاز، امکـان تشـکی      ردوکتـاز و یلوتـاتیون   تیوردکسین
 فراهمسولفیدی ضروری در ساختار پروتئین را  باندهای دی

، ،هت بیـان  8510آورد. در ملالیه انجام یرفته در سال  می
ردوکتـاز را بـا    سولفیدی، توالی تیوردوکسـین  پیوندهای دی

نمـوده کـه در ملالیـه     (coexpressionزمان) بیان هم وکتور،

حاضـر مرتفـع نمـودن ايـن نیـاز بـا اضـافه نمـودن تــوالی         
طراحـی  ردوکتاز به تـوالی پـروتئین نوترکیـب     تیوردوکسین

در  SCFلازم بـه ککـر اسـت کـه      .(81)شده انجـام یرفـت  
اسـت بـا    N-glycosylateهای پستانداران به صـورت   سلول

اين و،ود ثابت شده اسـت کـه حاـور يـا عـدم حاـور       
برای فیالیت زيستی ضروری به نظـر   SCFکربوهیدرات در 

در  LZ/SCFرسد. به همین دلی  بیان پروتئین نوترکیب  نمی
باع  اختلال در فیالیت زيستی آن نخواهد  E. coliباکتری 
در میزبان بیانی  LZ/SCFنهايت بیان فیوژن پروتئین  شد. در

بررسـی شـد و سـپآ بـا      SDS – PAGEاريگامی به روش 
 بلات هويت پروتئین تهيید یشت.   روش وسترن

 
گيري نتيجه
نتايج حاص  از ملالیه حاضـر، تهيیـد سـاختار مناسـب         

افزارهای مورد استفاده و موفه  سازه طراحی شده توسط نرم
در میزبـان   pET32a-LZ/SCFنوترکیـب   ن وکتـور بودن کلو

هـــای  و حصـــول کلـــون ((TOP10باکتريــايی کلونینـــ   
در میزبــان  LZ/SCF پــروتئینباشــد. بیــان  اختصاصــی مــی

 باکتريايی بیان اريگامی نیز با موفقیت انجام شد.
 

    تشكر و قدرداني
نامه دانشـجويی دوره کارشناسـی    اين مقاله حاص  پايان    

ارشد رشته بیوتکنولوژی پزشکی مرکـز تحقیقـات مؤسسـه    
باشد. بود،ه  عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون می

اين تحقیه توسط مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشـی طـب   
انتقال خون تهمین یرديده و همه مراحـ  علمـی پـروژه در    

زمان انتقال خون ايران انجام شده اسـت.  مرکز تحقیقات سا
نامــه بــا دريافــت کــد اخــلاق      پروپــوزال ايــن پايــان  
IR.TMI.REC.1397.002   ــلاق در ــی اخ ــه تخصص در کمیت

 های زيست پزشکی تصويب شده است.   پژوه 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-2
0 

] 

                             8 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-1333-en.html


 1055 زمستان، 0 شماره ،12 هدور                                                    

 

 

 

    References:   
1- Zhang Z, Zhang R, Joachimiak A, Schlessinger J, 

Kong XP. Crystal structure of human stem cell factor: 

implication for stem cell factor receptor dimerization 

and activation. Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 

97(14): 7732-7. 

2- Lennartsson J, Rönnstrand L. Stem cell factor 

receptor/c-Kit: from basic science to clinical 

implications. Physiol Rev 2012; 92(4): 1619-49. 

3- Jiang X, Gurel O, Mendiaz EA, Stearns GW, Clogston 

CL, Lu HS, et al. Structure of the active core of 

human stem cell factor and analysis of binding to its 

receptor kit. EMBO J 2000; 19(13): 3192-203. 

4- Nayebhashemi M, Fahimii H, Habibi Roudkenar M, 

Jalili MA. Isolation, cloning and expression of human 

stem cell factor using prokaryotic expression system. 

Sci J Iran Blood Transfus Organ 2017; 14(1): 53-64. 

[Article in Farsi] 

5- Tarasova A, Haylock D, Winkler D. Principal 

signalling complexes in haematopoiesis: Structural 

aspects  and  mimetic   discovery.    Cytokine  Growth  

Factor Rev 2011; 22(4): 231-53. 

6- Nocka KH, Levine BA, Ko JL, Burch PM, Landgraf 

BE, Segal R, et al. Increased growth promoting but 

not mast cell degranulation potential of a covalent 

dimer of c-Kit ligand. Blood 1997; 90(10): 3874-83. 

7- Teruaki O, Saotomo I, Ishii R, Suzuki K, Nauseef 

WM, Toyoshima S, et al. Homotypic dimerization of 

the actin-binding protein p57/coronin-1 mediated by a 

leucine zipper motif in the C-terminal region. 

Biochem J 2005; 387(2): 325-31. 

8- Karyagina A, Boksha I, Grunina T, Demidenko A, 

Poponova M, Sergienko O, et al. Two variants of 

recombinant human bone morphogenetic protein-2 

(rhBMP-2) with additional protein domains: synthesis 

in an Escherichia coli heterologous expression system. 

Biochemistry (Moscow) 2017; 82(5): 613-24. 

9- Naula C, Schaub R, Leech V, Melville S, Seebeck T. 

Spontaneous dimerization and leucine-zipper induced 

activation of the recombinant catalytic domain of a 

new adenylyl cyclase of Trypanosoma brucei, 

GRESAG4. 4B. Mol Biochem Parasitol 2001; 112(1): 

19-28. 

10- Fautsch MP, Johnson DH. Characterization of 

myocilin–myocilin interactions. Invest Ophthalmol 

Vis Sci 2001; 42(10): 2324-31. 

11- Tropsha A, Bowen JP, Brown FK, Kizer J. Do 

interhelical side chain-backbone hydrogen bonds 

participate in formation of leucine zipper coiled coils? 

Proc Natl Acad Sci U S A 1991; 88(21): 9488-92. 

12- Vasileva Wand NI, Bonney LC, Watson RJ, Graham 

V, Hewson R. Point-of-care diagnostic assay for the 

detection of Zika virus using the recombinase 

polymerase amplification method. J Gen Virol 2018; 

99(8): 1012-26.  

13- Park IS, Jo KS, Won HS, Kim H. Dimerization of 

TRAF-interacting protein (TRAIP) regulates the 

mitotic progression. Biochem Biophys Res Commun 

2015; 463(4): 864-9  

14- NCBI Resource Coordinators. Database resources of 

the National Center for Biotechnology Information. 

Nucleic Acids Res 2018; 46(D1): D8-D13.  

15- Boutet E, Lieberherr D, Tognolli M, Schneider M, 

Bairoch A. Uniprotkb/swiss-prot.  Plant 

bioinformatics. USA: Springer; 2007. p. 89-112. 

16- Heinz DW, Baase WA, Dahlquist FW, Matthews BW. 

How amino-acid insertions are allowed in an α-helix 

of T4 lysozyme. Nature 1993; 361(6412): 561-4. 

17- Prisant M, Richardson J, Richardson D. Structure 

validation by Calpha geometry: Phi, psi and Cbeta 

deviation. Proteins 2003; 50: 437-50. 

18- Kaur H, Raghava GPS. Prediction of β-turns in 

proteins from multiple alignment using neural 

network. Protein Sci 2003; 12(3): 627-34. 

19- Cuff JA, Barton GJ. Application of multiple sequence 

alignment profiles to improve protein secondary 

structure prediction. Proteins 2000; 40(3): 502-11. 

20- Chen Y. Bioinformatics technologies. USA: Springer 

Science & Business Media; 2005.  

21- Takamatsu N, Watanabe Y, Yanagi H, Meshi T, Shiba 

T, Okada Y. Production of enkephalin in tobacco 

protoplasts using tobacco mosaic virus RNA vector. 

FEBS Lett 1990; 269(1): 73-6. 

22- Lovell S, Davis I, Arendall W, de Bakker P, Word J, 

Prisant M, et al. Structure validation by Calpha 

geometry: phi, psi and Cbeta deviation. Proteins 2003; 

50(3): 437-50.   

23- Ye J, Coulouris G, Zaretskaya I, Cutcutache I, Rozen 

S, Madden TL. Primer-BLAST: a tool to design 

target-specific primers for polymerase chain reaction. 

BMC Bioinformatics 2012; 13(1): 134. 

24- Puigbo P, Romeu A, Garcia-Vallve S. HEG-DB: a 

database of predicted highly expressed genes in 

prokaryotic complete genomes under translational 

selection. Nucleic Acids Res 2008; 36(Database 

issue): D524-7.  

25- Vincze T, Posfai J, Roberts RJ. NEBcutter: a program 

to cleave DNA with restriction enzymes. Nucleic 

Acids Res 2003; 31(13): 3688-91. 

26- Asghari S, Khaniani MS, Darabi M, Derakhshan SM. 

Cloning of soluble human stem cell factor in pet-26b 

(+) vector. Adv Pharm Bull 2014; 4(1): 91-5. 

27- Ueda T, Akuta T, Kikuchi-Ueda T, Imaizumi K, Ono 

Y. Improving the soluble expression and purification 

of recombinant human stem cell factor (SCF) in 

endotoxin-free Escherichia coli by disulfide shuffling 

with persulfide. Protein Expr Purif 2016; 120: 99-105. 

28- Akuta T, Kikuchi-Ueda T, Imaizumi K, Oshikane H, 

Nakaki T, Okada Y, et al. Expression of bioactive 

soluble human stem cell factor (SCF) from 

recombinant Escherichia coli by coproduction of 

thioredoxin and efficient purification using arginine in 

affinity chromatography. Protein Expr Purif 2015; 

105: 1-7. 

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-2
0 

] 

                             9 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-1333-en.html


 و همکارانخانی  فاطمه تقی                                                                        لوسین                                               زيپ وسلول بنیادی 

 

072 

 

 

Expression of recombinant Stem Cell Factor fused 

 with Leucine Zipper 
 

Taghikhani F.
1
, Mohammadipour M.

1
, Mousavi Hosseini K.

1
 

1Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion 

Medicine, Tehran, Iran 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

Stem cell factor (SCF) is a blood cytokine that plays an important role in the differentiation of 

hematopoietic progenitor cells, as well as survival, proliferation, and differentiation of mast 

cells. Furthermore, it can enhance tumor cell proliferation and invasion. Recombinant or 

natural form of leucine zipper can cause homo- or heterodimerization of many types of 

proteins which are attached to it and have a favorable effect on their function or stability. The 

present study investigates the expression of leucine zipper-bound SCF. 

 

Materials and Methods 

This experimental study consists of designing a recombinant protein by bioinformatic 

softwares and the laboratory part of the study. The indices of interest for designing of the 

protein structures were analysed by various softwares including PSIpred and Chimera and the 

recombinant protein stability by RAMPAGE. The sequence synthesis was performed after 

determination of the enzymatic cleavage sites with NEBcutter. Then, codon optimization for 

Origami was done with Optimizer. Cloning in TOP10 and the protein expression in Origami 

were performed. 

 

Results 

The results of bioinformatics studies on the Leucine Zipper/SCF recombinant protein included 

the necessary criteria for the possible native structure of the protein and the high score for 

viability in the living cell. Furthermore, the results of the experimental section showed 

successful cloning and expression. 

 

Conclusions   

In the present study, the results indicated the successful cloning and expression of the 

recombinant Leucine Zipper/SCF protein. 

 

Key words: Stem Cell Factor, Leucine Zippers, Recombinant Proteins, Dimerization 
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