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 مقاله پژوهشي 

  

 Oژن گروه خونی به آنتی Bژن کلونینگ آنزیم آلفا گالاکتوزیداز با هدف تبدیل آنتی

 

 3، مجید شهابي2، میترا صالحي1افسانه حداد دیلمي
 

 با مانز باشد. همیکي از مشکلات متداول مراکز انتقال خون در دنیا مي ABO های خوني سیستمکمبود گروه
و ایجاد گروه خوني  Oژن به آنتي Bو  Aهای ژنها، تبدیل آنتيپروتئین تخلیص و ژنتیک مهندسي علم پیشرفت

با ایجاد تغییرات  E.coliمطرح شد. هدف از این پژوهش، بیان ژن آلفا گالاکتوزیداز در میزبان پروکاریوتي  واحد
 بود. Oژن گروه خوني به آنتي Bژن پس از ترجمه و در نهایت تبدیل آنتي

حاوی  pBHAها در پلاسمید سازی کدوندر این مطالعه تجربي، ژن آلفا گالاکتوزیداز دانه قهوه که پس از بهینه
تکثیر و استخراج شد.  TOP10سویه  E.coliی کلون شده بود، در باکتر Nco1و  BamH1های جایگاه برش آنزیم

-pETهای فوق و تخلیص روی ژل آگاروز مجدداً در پلاسمید بیاني ژن آلفا گالاکتوزیداز پس از برش با آنزیم

20b کلون شده و به باکتری E.coli  سویهrosetta 2 (DE3)  وارد شد. بیان ژن با استفاده از القاکنندهIPTG  انجام
وسترن بلات بررسي شد. آزمون عملکرد پروتئین نیز با  و SDS-PAGEبا استفاده از شد. وجود پروتئین تولیدی 

 ارزیابي شد.  Oبه  Bهای ي تبدیل گلبولیتوانا

کرد. آنزیم تخلیص شده توانست  وجود پروتئین در پری پلاسم باکتری را تائید SDS-PAGE وسترن بلات و
را به میزان زیادی  Bسرم را به طور نسبي از گلبول قرمز حذف کرده و میزان آگلوتیناسیون با آنتي Bژن آنتي

 کاهش دهد. 

انبوه آنزیم گالاکتوزیداز برای کاربرد در مراکز تواند در تولید بیان پروتئین یوکاریوتي در میزبان پروکاریوتي مي
 باشد.ضروری ميسازی شرایط مختلف بیان برای دستیابي به مقادیر کافي از آنزیم انتقال خون کارگشا باشد. بهینه

  E.coliگالاکتوزیداز،  گروه خوني، 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 08/03/1401: تاريخ دريافت
 19/06/1401  :تاريخ پذيرش
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تــريس سیســتم وــروه مهم ABOیســتم وــروه خــونی س    
ی هـاژنباشـد  پايـه آنتـیخونی در طب انتقـال خـون مـی

ــتم ــس سیس ــاده  اي ــی Hم ــدم ــام  باش ــما تم ــه در س ک
داری  ABOهــای مرمــز ودــود دارد  دايگــاه ژنــی ولبــول
   (1)باشدمی Oو  A  ،B سه آلل
هــای ترانســفرازی را کــد آنــزيم Bو  Aهــای آلــل    
کننــد کــه باعــل اتیــال واحــدهای کربوهیــدراتی بــه مــی
ــزيم A شــوند  محیــول پروت ینــی آلــلمــی H مــاده ان  آن

اســت کــه يــک مولکــول  ترانســفراز اســتیل وــالاکتوزآمیس
 کنـد ومتیـل مـی H ان اسـتیل وـالاکتوزآمیس را بـه مـاده

ـــل ه را بـــ Aژن آنتـــی ـــزيم B ودـــود مـــی آورد  آل آن
کنـد کـه بـا افـزودن يـک را کد مـیوالاکتوزيل ترانسفراز 

 Bژن آن را تبـديل بـه آنتـیH وـالاکتوز بـه مـاده  مولکول
ــی ــل م ــد  آل ــد محیــول خا ــی  Oکن ــراد فام ــوده و اف ب

ــو ــاده تهموزيگ ــل، م ــس آل ــرای اي ــورت  H ب ــه   را ب
ــز خــود دســت نصــورده در ســما ولبول ــای مرم ــانه  بی

  .کنندمی
ــه دلیــل ودــود آنتی     ــراد،  ABOهــای بادیب در همــه اف

ــول ــا ولب ــی ب ــه مبل ــدون مواده ــانی، ب ــز انس ــای مرم ه
ــده و دريافتوروه ــحیا اهداکنن ــدی   ــون از بن ــده خ کنن
، اســاا ايمنــی انتقــال خــون را تشــکیل  ABOنظــر 
بـه بیمـار  ABOدهـد  تزريـخ خـون ناسـازوار از نظـر می
ــه همــولیز داخــل عرومــی و عــوار   توانــد منجــرمــی ب

   (2، 3)ددی ناشی از واکنم انتقال خون حاد شود

بـه عنـوان دهنــده  Oهـای خـونی، وـروه وـروه در بـیس    
ــژه  ــه وي ــاران ب ــیاری از بیم ــرای بس ــانی ب ــوارد همگ در م

ــیس وــروه  نیســتمیســر  ABO اورژانســی کــه امکــان تری
  بررســی فراوانــی (4)ویــردمــورد اســتفاده مــرار مــی

ــروه ــای و ــه  ABOه ــان داده ک ــی نش ــت ايران در دمری
را تشـــکیل  بیشـــتريس در ـــد دمریـــت Aو  Oوـــروه 
بــه دنبــال در ــد(   09/32و  49/36)بــه ترتیــب دهندمــی
بـــا  ABو وـــروه  %68/23 بـــا فراوانــی Bهــا وـــروه آن

   (5)مرار دارند %74/7 فراوانی
ــه وــروه انديشــه      ــديل هم ــه ABO هــای سیســتم تب ب
ــروه ــه O و ــدای ده ــد 1990 از ابت ــر. ش ــیلادی مم در  م

ــروه ــیس و ــیب ــونی، آنت ــای خ ــ  Bژن ه ــالاکتوز  در فق و
متفـاوت اسـت  بنـابرايس بـا اسـتفاده  Oژن انتهايی با آنتـی
ــــزيم  ــــدازاز آن ــــوان می، (α-galactosidas) والاکتوزي ت
 دـــا کـــه   از آن(6-8)تبـــديل کـــرد O را بـــه Bوـــروه 
ــا آنــزيم اســتصرا  شــده از منــاب  ناخالیــی های همــراه ب

ـــاهی می ـــوار  و وی ـــروز ع ـــه ب ـــر ب ـــت منج توانس
ـــسواکنم ـــوژی رو  هـــای ناخواســـته شـــود  از اي تکنول
DNA ــب ــس  نوترکی ــت  اســتفاده از اي ــورد اســتفاده ورف م

وسـی  و بـا تولیـد آنـزيم را در مقیـاا  تکنولوژی، امکـان
ــر  ــودوی کمت ــاآل ــانامک ــذير س ــلاوه، پ ــه ع ــت  ب خته اس

مشـــصد شـــده کـــه نـــو  نوترکیـــب در مقايســـه بـــا 
ــا ــده از من ــتصرا  ش ــداز اس ــه بآلفاوالاکتوزي   ویاهی)دان

   (9، 10)سبز مهوه( بسیار کارآمدتر است
بـه  Bدر  ورتی که امکـان تبـديل خـون افـراد وـروه     

ــروه  ــود Oو ــر ش ــراهم  ،میس ــت ف ــی در ده ــام مهم و
ــی ــونی م ــره خ ــدآوردن ذخی ــکلات در   باش ــی از مش يک
لفاوالاکتوزيـداز بـا کـارآيی آايس زمینه تولیـد انبـوه آنـزيم 
   مناسب و در مقیاا وسی  است

سـازی هـد  تولیـد آنـزيم بهینهبـا ، لذا ممالره حاضـر    
ـــدازشـــد ـــا والاکتوزي ـــاکتری  و ه آلف ـــن آن در ب کلونین
E.coli ــی ــردانجــام م ــاکتری   وی ــل  E.coliاز ب ــه دلی دارا ب
ـــودن ــی ب ــتکاری ژنتیک ــهولت دس ــد س  خیو ــیاتی مانن

 استفاده شد  

     

 :ژن ساختسازی و بهینه -1

 والاکتوزيـــداز ژن تـــوالیدر يـــک ممالرـــه تجربـــی،     
ــو  ــه مرب ــوه ب ــبز مه ــه NCBI داده پايگــاه از س ــد تهی   ش
 از ســازیبهینه از پــ بیــونیر  شــرکت توســ  تــوالی ايــس
ـــدون نظـــر ـــاک  در و ســـاخت( codon optimization)ه
ــور ــون pBHA وکت ــد کل ــ  ش ــلاوهه ب ــاه ع ــرش دايگ  ب
 دهــــت BamH1 و Nco1 محدودکننــــده هــــایآنزيم

 ايـس از کـه شـد اضـافه آن بـه نیز وکتور در ژن مرارویری
 در وکتــور از ژن کــردن خــار  و بــرش بــرای هــادايگــاه
ــل ــدی مراح ــتفاده بر ــی اس ــودم ــاخته ژن  ش ــده س ــا ش  ب
  شد و به  ورت لیوفلیزه دريافت µg 5 غلظت
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 :های مستردسازی سلولآماده -2

ـــت آماده     ـــلولده ـــازی س ـــتردس ـــاکتری  ،های مس ب
E.coli  ســــويهTOP10  محــــی درLB Agar   فامــــد
ــد آمپی ــت داده ش ــیلیس کش ــور  س ــه ط ــل ب ــاير مراح س

 20پــ  از خلا ــه عبــارت بــود از: انتصــان يــک کلــون 
ـــاتور ـــداری در انکوب ـــه  ســـاعت نگه ـــیا ب  mL 5و تلق

ــی  ــدون آمپی Broth  LBمح ــیلیسب ــه  س ــت آن ب و کش
دمیقـه  10 بـاکتری کشـت شـده بـه مـدتمدت يک شب  

 تـا رشـد بـاکتری متومـم شـود  روی يـخ مـرار داده شـد
ــرد  ــالکون س ــه ف ــپ  ب ــل وس  4 و  rpm8000 در  منتق

و ســـانتريفیوژ دمیقــه  5بـــه مــدت وراد دردــه ســانتی
در  رســـون بـــاکتری شـــد محــی  رويـــی دور ريصتـــه 

ــتريل  ــول اس ــولار  1/0محل ــرد  2CaClم ــیون س سوسپانس
 شد  
 
 : TOP10 های مستردسلول بهترانسفورماسیون  -3
ـــک      ـــوني ـــای از ســـلول μL 50حـــاوی  میکروتی ه

ــرار داده شــدروی  TOP10مســترد  ــخ م ــدار ي  μL 2 و مق
ـــدازحـــاوی ژن  pBHAاز پلاســـمید   اختهســـ والاکتوزي

 µL حــاوی  میکروتیــونبــه µg/µL 5/0 شــده بــا غلظــت
دمیقـه  30هـای مسـترد اضـافه شـد و بـه مـدت سلول 50

ثانیـه  90حا ـل بـه مـدت  مصلـو  روی يخ انکوبه شـد 
مــرار ورفــت، ســپ  وراد دردــه ســانتی 42 در بــس مــاری

روی يـخ مـرار داده شـد  پـ  از دمیقـه  5 بـه مـدت فوراً
ــه  ــس مرحل ــت  µL 150اي ــی  کش فامــد  LB Brothمح

 90 اضــافه شــد و بــه مــدت میکروتیــونبــه  ســیلیسآمپی
ــه  ــانتی 37 دردمیق ــه س ــد وراد درد ــه ش ــو   انکوب مصل

ـــه ـــت   حا ـــل ب ـــاوی LB Agarپلی  μg/mL100  ح
ســما آوــار وســترده و بــه  روی ســیلیس منتقــل،آمپی

انکوبــه  ورادسـانتی دردـه 37 مـدت يـک شـب در دمـای
چند کلنـی انتصـان شـد و ودـود ژن مـورد نظـر در  شد 
ــــا روش آن ــــا ب ــــا  colony PCRه ــــای آغازورو ب ه

   (1)ددول شد تائید اختیا ی وکتور
 
 :تکثیر پلاسمید -4
، pBHAهــای حــاوی پلاســمید یـد کلنـــ  از رشـــپــ    

ــه  ــرده ب ــان ک ــت انتص ــون از پلی ــک کل ــک ت  mL 20ي

( μg/mL100ســـیلیس)حـــاوی آمپی LB brothمحـــی  
 37 منتقــل ورديــد  محــی  فــو  بــه مــدت يــک شــب در

  انکوبه شد  rpm 250شیکر و  ورادسانتی درده
ــا اســتفاده از کیــت       DENAzistاســتصرا  پلاســمید ب

plasmid isolation kit  انجام شد 
 

و با  colony PCR: بررسي ژن آلفاگالاکتوزیداز با روش 1جدول 
 آغازگرهای اختصاصي وکتور

 

توالی 

 آغازورها

pBA_F 5’-ATTGTCTCATGAGCGGATAC-3’ 

pBH_R 5’-GCGTTATCCCCTGATTCTGT-3’ 

چرخه 

دمايی 
PCR 

 وراددرده سانتی 95 ثانیه 300 چرخه 1

 چرخه 35

 وراددرده سانتی 94 ثانیه 45

 وراددرده سانتی 58 ثانیه 30

 وراددرده سانتی 72 ثانیه 75

 وراددرده سانتی 72 ثانیه 300 چرخه 1

مواد مورد 

نیاز برای 

واکنم 
PCR 

PCR master mix 10 میکرولیتر 

(µM 10) Forward primer 4/0 میکرولیتر 

(µM 10) Reverse primer 4/0 میکرولیتر 

 *Template DNA 4 

O2H 2/5 

دمیقه در  10آن بدون نوکل از حل شد و به مدت  µL 30يک کلنی در *
از  µL 4داده شد  پ  از سانتريفوژ  مراروراد سانتیدرده  100دمای 

 استفاده شد  template DNAسوپرناتنت به عنوان 
 

 : pET-20bدر پلاسمید  آلفاوالاکتوزيدازسان کلون ژن  -5
ــان ژن      ــرای بی ــداز ب ــا والاکتوزي ــه  E.coliدر آلف ، ممر

ــر  ــورد نظ ــی م ــمید ازژن ــازی و   pBHAپلاس در دداس
ــانی ــون شــد  pET-20b پلاســمید بی ــرای  ســان کل ــس ب اي

ــور ــانی منظ ــمید بی ــاوی ژن   pBHAو pET-20b، پلاس ح
هــــای دداوانــــه بــــا میکروتیوندر  آلفاوالاکتوزيــــداز

ــزيم ــای آن ــد  Nco1 و BamH1ه ــرش خوردن ــنم  ب واک
ــ  از ــی پ ــم آنزيم ــای min  15هض ــیون در دم  انکوباس

ــانتی 37 ــه س ــردن آنزيموراد درد ــال ک ــه و غیرفر ــا ب ه
ــــدت  ــــانتی 80در  min 15م ــــه س ــــام وراد درد انج

   (2)ددول شد
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 :و استصرا  از ژل الکتروفورز ممرات -6

دو وانــه دهــت دداســازی ممرــات حا ــل از هضــم     
 %1 آنزيمــــی از الکتروفــــورز ممرــــات در ژل آوــــارز

ــد  ــتفاده ش ــر  اس ــورد نظ ــه م ــی bp 1475ممر ــد م  باش
ممراتی از ژل کـه حـاوی بانـد مـورد نظـر بودنـد در زيـر 

UV ــه  بــرش خوردنــد و  mL  5/1اســتريل میکروتیــونب
ــل شــدند  ــ منتق ــتـده  Favor ت اســتصرا  از ژل از کی

Prep GEL/PCR Purification Kit   اســــتفاده شــــد
 هــایآنــزيم از اســتفاده بــا pET-20b بیــانی پلاســمید
 از اطمینــان از برــد  شــد داده بــرش فــو  کننــده محــدود
 پلاسـمید آوـارز، ژل از اسـتفاده بـا پلاسـمید شـدن خمی
ــه خــورده و بــرش  مجــدد اتیــال از دلــوویری منظــور ب
ــای دو ــا آن انته ــزيم ب ــالیس آن ــفاتاز آلک ــای در فس  5 انته

ــفريله ــد دفس ــپ  و وردي ــتصرا  ژل روی از س ــا و اس  ب
  شد غلظت ترییس نانودراپ

 
 : pET-20bدر پلاسمید آلفا والاکتوزيداز لیگاسیون ژن  -7
ممرـــه ژنـــی و ، دهـــت انجـــام واکـــنم لیگاســـیون    

ــه نســبت  ــه  3پلاســمید ب ــزيم  هوهمــرا 1ب  T4 DNAآن

Ligase  بــا هــم ترکیــب و بــه مــدت يــک شــب در دمــای
   (3)ددول محی  نگهداری شد

 
  :انتقال پلاسمید به باکتری -8
 روی  دهـــه شـترانسفورم TOP10ری ـای باکتــهسلول    

رشــد داده ســیلیس بیوتیک آمپیآنتیحاوی  LB Agarمحی  
 شدند 
 

: مواد مورد نیاز برای ساب کلون ژن آلفاگالاکتوزیداز در 2جدول 
 pET-20bپلاسمید 

 

 مقدار مواد

Sterile DW µL 10  

BamH1 10 U/μL µL 1  

Nco1 10 U/μL µL 1  

Buffer r3.1 µL 4  

DNA(pBHA, pET-20b) µL 4  

final volume µL 20  

مواد مورد نیاز جهت لیگاسیون ژن آلفا گالاکتوزیداز در : 3جدول 
 pET-20پلاسمید 

 

 مقدار مواد

Sterile DW µL  5/3  

10X T4 Ligase Buffer µL 2  

Insert DNA µL 3  

pET-20b µL 1  

T4 DNA Ligase 5u/μL µL 5/0  

final volume µL 10  

 
 : Colony PCRهای حاوی ژن به روش غربالگری کلون -9
ــرفتس ژن      ــرار و ــد م ــت تايی ــدازده در  آلفاوالاکتوزي

ــمید از روش  ــد  Colony PCRپلاس ــتفاده ش ــت  اس ده
-T7ter و T7Pro-F هـــایآغازوراز  PCRانجـــام واکـــنم 

R و Ampliqon master mix  ــد ــتفاده ش ــورتی اس  در  
کــه عمــل لايگیشــس و ورود ممرــات بــه داخــل پلاســمید 
از  به نحو درستی انجـام شـده باشـد، طـول ممرـه حا ـل

Colony PCR  ،bp  1475   محیـــول   بـــودخواهـــد
PCR   دزئیــات برنامــه دهــت تریــیس تــوالی ارســال شــد
PCR آورده شده است  4 در ددول 
 
  :تکثیر و دداسازی پلاسمید -10

ها با ترییس توالی ودود ژن در آنی که يهااز میان کلنی    
ــده بود ــتصرا   ،تائید ش تردادی انتصان و برای تکثیر و اس

پلاسمید، مورد استفاده مرار ورفت  پلاسمید تکثیر شده در 
ــتفاده از کیت و طبخ  ــتورالرملباکتری با اس ــتصرا   دس اس

پلاسمیدهای استصرا  شده پ  از تايید انجام شدن  ورديد 
ترییس غلظت و بیشــتريس  کلون توســ  دســتگاه نانو دراپ

 ترانســفورمیشــسها دهت انجام واکنم غلظت از بیس نمونه
 انتصان ورديد 

 
ــاده -11 ــای ســازی ســلولآم  rosetta 2ســويه  E.coliه

(DE3) دهت ترانسفورمیشس: 
ـــمید     ـــاوی pET-20b پلاس ـــداز ژن ح ـــا والاکتوزي  ب
 ســـويه E.coli بـــاکتری وارد رارتیـحـــ شـــو  روش

rosetta 2 (DE3) شد  
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 Colony PCRهای حاوی ژن به روش : غربالگری کلون4جدول 
 

 ´T7pro-R 5-´TAATACGACTCACTATAGGG-3 توالي آغازگرها
T7ter-R 5´-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3´ 

 PCRچرخه دمایي 

 وراددرده سانتی 94 ثانیه 180 چرخه 1

 چرخه 35
 وراددرده سانتی 94 ثانیه 45
 وراددرده سانتی 55 ثانیه 30
 وراددرده سانتی 72 ثانیه 75

 وراددرده سانتی 72 ثانیه 300 چرخه 1

مواد مورد نیاز برای واکنش 
PCR 

PCR master mix 10 میکرولیتر 
(µM 10) Forward primer 4/0 میکرولیتر 
(µM 10) Reverse primer 4/0 میکرولیتر 

Template DNA* 4 

H2O 2/5 
  از سانتريفوژ ـد  پـمرار داده ش ورادسانتی درده 100دمیقه در دمای  10آن بدون نوکل از حل شد و به مدت  µL 30ی در ـ*يک کلن

µL 4  از سوپرناتنت به عنوانtemplate DNA  استفاده شد 
 

 حــاوی آوــار، LB محــی  روی شــده ترانســفورم بــاکتری
ــی ــکآنت ــی هــایبیوتی  داده کشــت( µg/mL 50)ســیلیسآمپ
 ورادسـانتی دردـه 37 دمـای در شـبانه  ـورت بـه و شد

 روی و انتصــان کلنــی چهــار ســپ   شــد نگهــداری
 شــبانه  ــورت بــه ســیلیسآمپــی حــاوی LB مــاي  محــی 
ـــای در ـــداری ورادســـانتی دردـــه 37 دم  در  شـــد نگه

 لیتــرمیلی 100 بــا فــو  کشــت ازلیتــر میلی 1 برــد مرحلــه
 و شـده مصلـو  بیوتیـکآنتـی حـاوی تـازه کشـت محی 
 تـا دـذن شـد نگهـداریوراد سـانتی دردـه 37 دمای در

ــوری ــی  ن ــه( OD600)مح ــدوده ب ــد 6/0-1 مح  در  برس
 اضــافه مــولار 1/0 غلظــت بــا IPTG محلــول مرحلــه ايــس
  ــورت بــهوراد ســانتی دردــه 37 دمــای در و شــده
  شد انکوبه شبانه
 
  :سازی آنزيم ترشحی در محی  کشتخالد -12
ــ 14000محــی  کشــت در دور      ــدت ه و ب ــه  10م دمیق

ـــد  پل ـــانتريفوژ ش ـــس ـــای ـــرمیلی 10ی در يت باکتري  لیت
ــاکتری PBS محلــول ــا سوسپانســیون شــد  دــدار ب هــا ب

ــوند ــوا  اولتراس ــاره   (sonication) ام ــخ پ ــد  روی ي ش
دردــه  4دســت آمــده در دمــای ه ســپ  محلــول بــ

دمیقـــه  3مـــدت ه و بـــ 14000وراد بـــا دور ســـانتی

ــد ــانتريفوژ ش ــوپرناتنت و  .س ــل )س ــزص حا  ــر دو د ه
الکتروفـورز شـده  %15بـا غلظـت  SDS-PAGE ت( بـایـپل

بـا  .و بررسـی شـدند آمیـزیرنـن بلوکومـازيس و با رنـن
پلاسـم، و نیـز توده به ودود پـروت یس نوترکیـب در پـری

ـــوالی  ـــودن ت ـــوپرناتنت  His-tagدارا ب ـــروت یس، س در پ
ــاکتری ــز ب ــل از لی ــايلی حا  ــتون تم ــک س ــا کم ــا ب ه

ـــل) ـــرای Ni-NTAنیک ـــت  ب ـــورت ورف ـــید   ( تصل
اطمینـــان از تصلـــید پـــروت یس مـــورد نظـــر پـــروت یس 

الکتروفــورز شــده و  SDS-PAGEتصلــید شــده ابتــدا بــا 
 انجام شد  وسترن بلات His tagبادی ضد با آنتی
 
 :وسترن بلات -13
 SDS-PAGEهــايی کــه يیــد نهــايی نمونــهابــه منظــور ت    
  ، وسـترن بـلاتباشـدها دارای بانـد مـورد نظـر مـیدر آن

انتقـــال  ،هـــاانجـــام شـــد  پـــ  از الکتروفـــورز پروت یس
ــه بانــدهای پــروت یس دــدا شــده از ژل پلی آکريــل آمیــد ب
ــان  ــه وســیله دري ــرو ســلولز ب  mA)الکتريســیتهکاغــذ نیت

ــه مــدت  300 ــه (60ب ــه انجــام شــد  کاغــذ دمیق  مــدت ب
ــه  180 ــر میلی 10 دردمیق ــوللیت ــر محل ــه  4در  بلاک درد

ــهوراد ســانتی ــذ انکوب ــر از و ســپ  کاغ  3 و خــار  بلاک
ــار ــا ب ــافر ب ــادیآنتی  شــد داده شستشــو TBS-T ب ــ ب  هاولی
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(mouse anti-histag ) ـــه نســـبت ـــا محلـــول بلاکـــر ب ب
 بــهو  شــد  رمیــخ و بــه کاغــذ نیتروســلولز اضــافه 1:1000

ــبانه در  ــورت ش ــانتی 4  ــه س ــهوراد درد ــد انکوب   ش
ــول از کاغــذ ــار ســه و خــار  محل ــا ب  شستشــو TBS-T ب
ــذ  شــد داده ــد کاغ ــه بر ــا در مرحل ــی ب ــادی آنت ــه  ب ثانوي
((Anti-mouse IgG-HRP ـــه ـــدت ب ـــه  90 م  4در دمیق

 خـار  و محلـول از کاغـذ  شـد انکوبـهوراد درده سـانتی
 محلـول شـد و سـپ  بـا داده شستشـو TBS-T بـا بار سه

ECL (Enhanced chemiluminescence )ـــدت ـــه م  1 ب
 شـد داشـته نگـه تـاريکی در کاغـذ  ورديـد انکوبـهدمیقه 
 شد  بررسی لومینسن  کمی دستگاه با و

 

 :تصلید آنزيم -14
ــوالی      ــل ودــود ت ــه دلی ــا کمــک  His tagب ــید ب تصل

  ورت ورفت   Ni-NTAستون تمايلی نیکل 

 
 :اولیه فرالیت آنزيمآزمايم  -15
به منظور سنجم فرالیت آنزيم، آزمون اولیه تاثیر آنزيم     

 Bهای وروه بر ولبول مرمز انجام شد  بديس منظور از ولبول
 100در سالیس تهیه شد  میکروتیون حاوی  %5سوسپانسیون 
در سالیس با مقادير متفاوت از آنزيم  5%بول مرمز میکرولیتر ول
در دمای اتا  ( 250،  500،  750و  µL 1000) تصلید شده
سرم ها آنتیساعت مجاور ورديد  سپ  به ولبول 2به مدت 

B مچ نیز با استفاده از ااضافه و سانتريفوژ شد  آزمون کرا
مصتلم انجام های ا وروهـراد بـرم افـا و سـهس ولبولـاي

 شد 
 

 :  clony PCRنتیجه 
ـــردن      ـــفورم ک ـــ  از ترانس ـــپ ـــا  TOP10اکتری ب ب

ـــمید  ـــت  pBHAپلاس ـــداز و کش ـــاوی ژن والاکتوزي ح
ــبانه،  ــورت ش ــه   ــاکتری ب ــد colony PCRب ــام ش  انج

 ( 1)شکل 
 

 : استصرا  پلاسمید
  ایـدهــلاسمیـپدر  GALور ژن ــضـد حـ  از تايیـپ    

pBHA  و در مراحل برد درpET-20b  ،سیون حا ل از لیگا
شکل  ها برای تکثیر و استصرا  پلاسمید استفاده شد از آن
 %1دهنده الکتروفورز ايس پلاســمیدها روی آواروز نشــان 2
 باشد می
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. شماره pBH_Rو  pBA_F آغازگرهایبا  clony PCRنتیجه : 1شکل
 DNAمارکر  5شماره و  های انتخاب شدهکلني 7و  6، 5، 4، 3، 2، 1

 هستند.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 پلاسمید 2شماره ،  DNAمارکر  1شماره  استخراج پلاسمید.: 2 شکل
pBHA-GAL پلاسمید 3ماره و ش  pET-20b-GAL 
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 : د پلاسمید با هضم دووانه آنزيمیـتايی
و مبل از  پ  از اســـتصرا  پلاســـمید برای تايید نهايی    

ــتصرا   ، rosetta 2ترانســفورمه کردن باکتری  ــمید اس پلاس
 هضم آنزيمی  Nco1 و BamH1های با استفاده از آنزيم شده

 در شکل نشان الکتروفورز محیولات هضم آنزيمی  ورديد 
 ( 3داده شده است)شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-pET-20b هضم دوگانه آنزیمي پلاسمید استخراج شده : 3 شکل

GAL مارکر  1شماره  دهد.را نشان ميDNA ،  پلاسمید  2شماره
پلاسمید هضم  3شماره  و Nco1 و BamH1های هضم شده با آنزیم

 نشده.

 
 : استصرا  از ژل

ــه آنزيمــی پلاســمید      ــات حا ــل از هضــم دووان ممر
pET-20b  پـــ  از اســـتصرا  از ژل بـــر روی ژل آوـــارز

تـا  ـحت اسـتصرا  از ژل و غلظـت  الکتروفورز ورديـد
  (4)شکل  دوباندهای حا ل بررسی ش

 
 
 
 
 
 
 
 

مارکر  1شماره  الکتروفورز قطعات استخراج شده از ژل.:  4شکل
DNA پلاسمید خطي شده  3شماره  ،گالاکتوزیدازژن  2، شماره

pET-20b 

 :  colony PCRبه روش  رهتايید اتیال مم
ــترد      ــويه مس ــیون، س ــام لیگاس ــ  از انج ــا  TOP10پ ب

ــد  ــفورم ش ــیون ترنس ــو  لیگاس ــت  مصل ــالگری ده غرب
بــا   pET-20bبــه درون پلاســمید GALتايیــد ورود ژن 
ــتفاده از روش  ــه  colony PCRاس ــد تکثیر ممر ــام ش انج

GAL  آغازورهـــایبـــا T7pro-F  وT7ter-R انجـــام شـــد 
منجـر بـه ايجـاد  آغازورهـاکه تکثیـر ايـس ممرـه بـا ايـس 

   (5)شکل شدbp 1475ای با طول ممره

 

  نتیجه وسترن بلات:
ــود      ــه ود ــه ب ــا تود ــای  His-tagب ــروت یس  Nدر انته پ

 بــادی اولیــهبــا اســتفاده از آنتی وســترن بــلات بیــان شــده،
(1myc Mouse monoclonal IgG-C )ــــادی و آنتی ب

ــه) ــد ( Anti-Mouse IgG-HRPثانوي ــام ش بانــدهای  انج
ــه ــس در ناحی ــان KDa 55 روش ــورد نش ــروت یس م دهنده پ

ــی ــر م ــکلباشدنظ ــده   (6)ش ــان ش ــب بی ــروت یس نوترکی پ
هــم بــوده اســت  c-mycدارای تــوالی  His Tagعــلاوه بــر 

ــون آنتی ــذا چ ــد ل ــادی ض ــود، از آن  c-mycب ــود ب مود
ــرار وــرفتس  اســتفاده شــد  ضــمناً ــروت یس محــل م -cدر پ

myc  ــل از ــال و مب ــی ترمین ــای کربوکس  His Tagدر انته
  باشد  می
نشـده و لذا چنانچـه پـروت یس بـه طـور کامـل تردمـه     

ــد  ــا آنتی His tagفام ــاز هــم ب ــادی ضــدباشــد ب  c-myc ب
ــتفاده از  ــت اس ــس مزي ــود و اي ــد ب ــصید خواه ــل تش ماب

ـــادی آنتی ـــید  His tagاســـت  از  c-mycب ـــرای تصل ب
 استفاده شد 

 

 : بررسی فرالیت آنزيم
ــزيم ولبول     ــاورت آن ــده در مج ــته ش ــز شس ــای مرم ه
از نظــر ودــود  Bســرم ورفتــه و ســپ  توســ  آنتی مــرار
مچ آزمـون کـراا  مـورد ارزيـابی مـرار ورفتنـد Bژن آنتی

هـای های وروهتولیـد شـده بـا سـرم Oنمونه وروه خونی 
ـــونی  ـــا  O و AB و B و Aخ ـــه ب ـــد و نتیج ـــام ش انج

دو نمونـه بـه عنـوان کنتـرل و  میکروسکوپ بررسی شـد 
 ( 7بررسی شدند)شکل آزمايم نمونه دهت  4
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و  6شماره  مارکر پروتئیني. 5شماره  . pET-20b-GALهای حاوی نيکلشده توسط پروتئین بیان 4و  3، 2، 1شماره . SDS-PAGEنتیجه :  5شکل
 بدون قطعه ژني pET-20bکلون حاوی  7

 
 

 

 
 
 
 
 

 نمونه کنترل منفي. 2شماره  مارکر پروتئیني. 1های سوپرناتانت لیز کشت باکتری. شماره از نمونه Western blot مربوط به A: تصویر  6شکل
 های تخلیصاز نمونه Western blotمریوط به  Bنمونه سوپرناتانت لیز باکتری . تصویر  6و  5، 4، 3شماره 

A B 
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صویر  : 7شکل  سیون أقبل از ت Anti-Bسرم با آنتي RBCمربوط به واکنش چهار نمونه  Aت ثیر آنزیم نوترکیب آلفا گالاکتوزیداز. واکنش آگلوتینا
 واکنش چهار نمونه به مربوط  Bاست. تصویر RBCبه تعداد زیاد در سطح  Bژن دهنده وجود آنتيدر زمینه شفاف نشان RBCبه صورت توده  4+

RBC سرمآنتي با Anti-B سیون کمتر از  واکنش. گالاکتوزیداز آلفا نوترکیب آنزیم ثیرأت از بعد سار کوچک درتوده صورت به 1+آگلوتینا  های ب
سون  زمینه سپان شان RBCسو سطح  B هایژندهنده حذف آنتين شد. مي RBCاز  صویر با سرم:  نتیجه کراس Cت های مختلف گروه خوني با مچ 

شده.  Oگلبول قرمز  سرم فرد دارای گروه  Bنمونه کنترل)گلبول قرمز  "A"تولید  سرم فرد  Bگلبول قرمز  "A.)"Bبدون مجاورت با آنزیم +   +
گلبول " A . "Eسرم فرد با گروه  +تولید شده  Oگلبول قرمز  "AB ."Dتولید شده + سرم فرد دارای گروه  Oگلبول قرمز  "A ."Cدارای گروه 

 . Oسرم فرد دارای گروه  تولیدی + Oگلبول قرمز  " B ."Fتولیدی + سرم فرد دارای گروه  Oقرمز 

ــدا  ســويه     ــد اب ــدم هــای ددي ــا مهندســی ژنتیــک، م ب
  E.Coli هـــای يوکـــاريوتی درمهمـــی در بیـــان پـــروت یس

ــی ــويهم ــس س ــرا اي ــد زي ــاباش ــا دارای توان ــال يه ی اعم
ــ  از تردمــه هســتند ــرات پ ــژوهم   (11)تغیی ــس پ در اي

ما موفـخ شـديم آنـزيم آلفـا والاکتوزيـداز را کـه توانـائی 
ــونی  ــروه خ ــديل و ــروه  Bتب ــه و ــويه  Oب را دارد در س

rosetta 2 (DE3) ــه ــیم  وون ــان کن ــداول بی  E.Coliهای مت
هـــای مصتلـــم بـــرای بیـــان پـــری پلاســـمیک پروت یس

 BL21 (DE3)  ،BL21 (DE3) نوترکیـــب عبارتنـــد از:

pLysS  ،Rosetta2 (DE3)  وRosetta-gami2 (DE3) 
والاکتوزيـــداز از منـــاب  مصتلفی)پروانـــه ابريشـــم -آلفـــا

 مـار  آسـپرژيلوا ،با ، سوسـک بروصـوار، مهـوه سـبز
ـــازی شـــداســـو     د ــیس شــدهژویـده و وي  های آن تری

ــه ــت  وون ــای اس ــار Rosettaه ــزايم ک ــخ اف يی آاز طري
ـــه، بیـــان  ـــروت یستردم ـــد  را افـــزايم پ هـــای ه

ه اوــر چــه در ممالرــه حاضــر آنــزيم بــ  (11-15)دهنــدمی
از سـما ولبـول  Bژن دست آمـده مـادر بـه حـذ  آنتـی

ــیمر ــز م ــت م ــا فرالی ــوده بلکــه شــدت  %100باشــد ام نب
ــیون از   ــر از   4آولوتیناس ــه کمت ــزيم ب ــر آن ــل از اث  1مب

 يابد  برد از اثر آنزيم کاهم می
 تواند باعل ايس امر باشد:ل مصتلفی میيدلا
کــه فقــ  بــا ســتون  اولاً بــا تودــه بــه تصلــید آنــزيم    

Ni-NTA ت کـهـــار داشـتـوان انتظـیـرفت مــام وــانج 
  غلظـت آنزيـم

ــواد  ــه عــلاوه ودــود م ــوده و ب ــاچیز ب در واحــد حجــم ن
ـــانرتی ـــاهم  (inhibitor)مم ـــب ک ـــزيم مود ـــراه آن هم

 هــایســازی بــا روشفرالیــت آنــزيم شــده باشــد  خــالد

A B 

C 
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ــاتوورافی  ــد کروم ــزايم غلظــت ديگــر مانن ــر اف عــلاوه ب
ــی ــزيم م ــرده و آن ــز حــذ  ک ــانرتی را نی ــواد مم ــد م توان
 آنزيم شود   لیتفرا یباعل ارتقا

فرالیت حـداکثری هـر آنـزيم مسـتلزم اسـتفاده از  دوماً    
باشـد کـه در تحقیـخ مـا و غلظـت مناسـب مـی pHبافر با 

 به دلیل ضیخ ومت انجام نشد 
سازی شـراي  بیـان شـامل بهتـريس دمـا و نیـز بهینهثالثاً     

باعــل خواهــد شــد کــه  (IPTG)غلظــت مناســب القاکننــده
ــده و  ــصد ش ــداکثری مش ــان ح ــرای بی ــراي  لازم ب ش

وسیله غلظت آنـزيم افـزايم يابـد  بـه عـلاوه تغلـی  بديس
ــا روش ــده ب ــالد ش ــزيم خ ــاآن ــد يه ــه ی مانن ــالیز ب دي

 افزايم فرالیت آنزيم کمک خواهد کرد 

ــداز در      ــزيم آلفــا والاکتوزي ــان آن يکــی از مشــکلات بی
E.coli  ، ايجــادinclusion body  ــد خا ــیت ــه فام ــود ک ب

ــس  ــده اي ــی ش ــويه مهندس ــتفاده از س ــد  اس ــی بودن آنزيم
ای مشکل را مرتفـ  سـاخته اسـت  بـرای مثـال در ممالرـه

ــ   ــه توس ــت Ahmedک ــام ورف  بیــان ،و همکــاران انج
ــری ــمیکپ ــوکیس  پلاس ــب  15اينترل  در (rhIL-15)نوترکی
ــار ــويه چه ــان داد  E.coli س ــاي  نش ــد  نت ــی ش ــه بررس ک

ــريس ــان کمت ــود  BL21 (DE3) pLysS در rhIL-15 بی ود
 Rosetta-gami2 در بیــان بیشــتريس کــه حــالی دارد در

(DE3) ديگــر شــامل ســويه دو شــد  مشــاهده Rosetta2 

(DE3) و BL21 (DE3) از متوســــمی بیــــان rhIL-15 
   (16)نشان دادند

های مصتلم برای بیان ديگری نیز از سويه هایهدر ممالر    
آنزيم آلفاوالاکتوزيداز استفاده شده است  به عنوان مثال، در 

با کلون کردن آنزيم آلفا و همکارانم،  ژانن ممالره
را به B والاکتوزيداز در باکتری و تولید آن توانستند وروه 

ی که به ايس ترتیب تغییر وروه يهاRBC  تبديل کنند O وروه
و  تغییر شکلداده بودند از نظر طول عمر، تمامیت غشا، 

       (17)های کنترل بودندRBCشبیه با  رفولوژی کاملاًوم
ژن آنزيم آلفا والاکتوزيداز ، و همکارانم ژو لرهدر مما    
در مقیاا زياد  رد م را ـرده و آنزيــون کـوه را کلـمهه ـدان

   ردندتولید ک P.pastorisمصمر 
 نشان داد که سکان  به دست آمده در مقايسه با  نتاي     

های آلفاوالاکتوزيداز استصرا  شده از ساير مناب ، ديگر کلون
استفاده از ها با آندارای همولوژی است   %80تا  %52بیس 
اور چه   (13)کردندتبديل  Oرا به وروه B وروه ، آنزيم ايس
و همکارانم از نظر کمی و کیفی مملون بود لکس  ژو نتاي 

تواند مشکلات کشت سلول مصمر در مقايسه با باکتری، می
 ها باشد نقمه منفی تحقیقات آن

ـــه     ـــائو در ممالر ــــارانمو  و ــــا ، همک توانســــتند ب
ــزيم ـــتفاده از آن ــای اناس ـــتیل-ه ــداز اس و  والاکتوزآمینی

ــداز-آلفـــا ــافر مشــتر  والاکتوزي را  ABوــروه  ،در يــک ب
هـا در دمـای ننـد  واکـنم آنزيمـی آنتبـديل ک O به وروه

 مصتلفـی بـرای د  بافرهـای وراد انجـام شـه سـانتیـدرد 4
ــی وروه ــديل آنزيم ــای تب ــروه  Bو Aه ــه و ــايم  Oب آزم

ــا بافرهــای ولیســیس و هــاآن د شــ ــاي  را ب ــريس نت  %5 بهت
از آن دــا کــه ولــوکز يکــی از  ولــوکز بــه دســت آوردنــد 

ــی ــافر مودــود در کیســه خــون م ــد ادــزای ا ــلی ب باش
ــابرايس، ايــس يافتــه مــی توانــد پیشــرفت بزروــی در بن

شـــدن تبـــديل آنزيمـــی وـــروه هـــای خـــونی  مرمـــول
   (18)باشد
 

بیــان پــروت یس يوکــاريوتی در میزبــان پروکــاريوتی     
ــی ــزيمم ــوه آن ــد انب ــد در تولی ــرای  توان ــداز ب والاکتوزي

سـازی کاربرد در مراکـز انتقـال خـون کاروشـا باشـد  بهینه
شراي  مصتلـم بیـان بـرای دسـتیابی بـه مقـادير کـافی از 

ــزيم  ــاآن ــود شــراي  دم ــز بهب ــنم يی و شــیمیايو نی ی واک
 باشد آنزيمی ضروری می

 

 IR.IAU.TNB.REC.1400.095 ايس پژوهم با کد اخلا      
مورد  آزاد اســلامی تهران شــمالدر کمیته اخلا  دانشــگاه 
 تیويب مرار ورفته است  
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Abstract 
Background and Objectives 

The shortage of different ABO blood groups is a permanent problem that many blood transfusion 

centers encounter. The conversion of blood group A and B to group O is a solution to this 

problem. In this research we aimed to clone and express the α-galactosidase enzyme gene to 

convert the blood group B to O. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, the α-galacosidase gene from coffee bean was codon-optimized and 

cloned into the pBHA plasmid. After replication in E. coli, plasmid was cut with BamH1 and 

Nco1 restriction enzymes and the α-galacosidase gene was purified by gel electrophoresis. The 

gene was then cloned into the expression vector, pET-20b. The expression construct was 

introduced into E. coli Rosetta 2 (DE3) and the expression of the enzyme was induced by IPTG. 

The presence of protein production was investigated using SDS-PAGE and Western blotting. 

Protein function test was also evaluated by the ability of B cells to convert to O cells. 

 

Results 

The presence of the recombinant protein was confirmed by SDS-PAGE and Western blot assay. 

The purified protein could partially convert blood group B RBCs into group O as detected by 

decreasing the agglutination strength with B antiserum from 4+ to less than 1+. 

 

Conclusions   

The production of eukaryotic proteins in a prokaryotic host is a major step in mass production. 

Optimization of different expression conditions is essential to achieve sufficient amount of 

enzyme. 
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