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Abstract 

Objective 

The omp (Outer membrane protein) protein located at outer surface of the bacterial membrane 

body agent citrus greening disease (Candidatus Liberibacter asiaticus). The mentioned-protein 

can be used as antigen for generating polyclonal and monoclonal antibodies. Therefore, the 

purification of membrane proteins is exposed to many problems due to presence of hydrophilic 

structure. The purpose of this study was optimizing recovery and purification of the recombinant 

omp protein.  

Materials and Methods 

The pET28a bacterial expression construct containing omp gene was used to recombinant 

production of the mentioned-protein. The omp gene expression was conducted in E. coli strain 

Rosetta-Gami2. With considering to be hydrophilic of omp protein, its purification was 

investigated under denature condition. To attain it, the different concentrations of NaCL, urea and 

guanidine at the different acidity pH condition was applied. To obtain the pure omp recombinant 

protein, the protein recovery from polyacrylamide gel was performed by methods based on elution 
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by diffusion, sonication, and electroelution. The evaluation of quality and quantity purified 

protein was analyzed by SDS-PAGE and the protein concentration was calculated by ImageJ 

software. Also, to validate the purified proteins, Western blot was applied by specific antibody. 

Results 

Primary results showed that using the 500 mM NaCL was detected as an essential share in 

purification buffers. Also, using urea as denature agent had twice the efficiency on the quantity 

of purified protein more than guanidine hydrocholoride and thus, when 8 m urea supplemented 

in purification buffer, the highest purified protein was attained (450 µl/ml). Furthermore, the 

results related to recovery the single band of protein from gel indicated that the electroelution has 

highest efficient on recovery of the target protein from gel matrix compared to sonication and 

elution by diffusion methods. The results of SDS-PAGE confirmed to appear a protein with 34 

kDa related to molecular weight of target protein. Western blot validated the recombinant protein 

in membrane.   

Conclusions 

The current study showed that using urea in 8 M, NaCL in 500 mM concentration in purification 

buffers following adjusting the elution buffer on pH (4) in elution purification step can be apply 

as an optimized condition to attain the highest target protein concentration. Furthermore, 

electroelution method introduced as efficient method in order to recovery band of the target 

protein from polyacrylamide gel matrix. 
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  چکیده

خار  omp ییخارج غشاااا ینپروتئ هدف: مل ب یباکتر یکرهپ یدر ساااخا  ماریعا نگگر ی بات ) ینی  Candidatusمرک

Liberibacter asiaticusمونوکلونال و  یها یباد یانواع آنت یدتول یبرا ژنیتواند به عنوان آنت یمذکور م ین( و ود دارد. پروتئ

ستفاده قرار گ یپل شا هایینپروتئ سازیصخال حالین. با ایردکلونال مورد ا ساختارها یلبه دل ییغ شکلات  یزگرآب یو ود  با م

 یم omp یبنوترک ینپروتئ یصاستحصال و تخل یساز ینهپژوهش حاضر، به یراستا، هدف از ا را ین. در اباشدیهمراه م یفراوان

 باشد.

ژن   یاناسااتفاده شااد. ب ینپروتئ ینا یبنوترک یدتول یبرا ompژن  یحاو pET28a یاییباکتر یانیاز سااازه ب :هاروشمواد و 

omp سو سازomp ینبودن پروتئ یز. با تو ه به آبگریرفتصورت پذ E. coli  یباکتر Rosetta یهدر  شرا ی، خالص   یطآن در 

س شته  مورد برر سر سد هایمنظور از غلظت ینا یقرار گرفت. برا یوا شرا یدروکلرایده یدیناوره و گوان ید،کلرا یممختلف   یطدر 

س ستفاده گرد  pH یدیا ستحصال پروتئ یب،کاملا خالص نوترک ینبه پروتئ ییاب. به منظور دستیدمتفاوت ا  آمیدآکریلیاز ژل پل ینا
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 یها ینپروتئ یفیتو ک یتکم ررسی. بیرفتتوسط انتشار و الکتروالوشن صورت پذ یشستشو یکاسیون،بر سون یمبتن یهابا روش

 ییدتا یبرا ینانجام گرفت. همچن  ImageJبا نرم افزار  ینو محاسبه غلظت پروتئ SDS-PAGEخالص شده با انجام الکتروفورز 

 .یرفتصورت پذ یاختصاص یها یباد یخالص شده، آزمون وسترن بلات با استفاده از آنت ینپروتئ یتماه

ستفاده از غلظت  یهاول یجنتا :نتایج شان داد که ا ضرور یکبه عنوان  یدکلرا یمسد مولاریلیم 500ن ستخراج  یدر بافرها ی زء  ا

شدیم ستفاده از اوره به عنوان عامل دناتوره ین. همچنبا سبت به گوان یدو برابر ییکننده کاراا  ینپروتئ یزاندر م یدروکلرایده یدینن

شت و بد یصتخل شترینب یبترت ینشده دا مولار اوره  8بدست آمد که غلظت  ی( زمانلیتریلیدر م یکروگرمم 450) ینپروتئ یزانم ی

شد. علاوه بر ا یصتخل یبافر یدر ا زا ساز یجنتا ین،گنجانده  شن  ینباند پروتئ یمربوط به  دا شان داد که روش الکتروالو از ژل ن

توسط انتشار  یو شستشو یکاسیونبا روش سون یسهژل در مقا یکسماتر ازهدف  ینپروتئ یو  داساز یابیرا در باز ییکارا ینبهتر

 omp ینپروتئ یدالتون متناسب با وزن مولکول یلوک 34با اندازه  ینپروتئ یک ود از و یحاک ینآزمون الکتروفورز پروتئ یجداشت. نتا

 در ممبران بود. یبنوترک ینپروتئ یتماه یدمو یزباشد. آزمون وسترن بلات ن یم

ستفاده از اوره با غلظت  گیری:نتیجه شان داد که ا ضر ن سد 8مخالعه حا به همراه  مولاریلیم 500با غلظت  یدکلرا یممولار، نمک 

شن رو یمتنظ شترینبدست آوردن ب یبرا ینهبه یطشرا یکبه عنوان  تواندیم ینپروتئ یصدر مرحله تخل pH( 4) یبافر الو مقدار  ی

شنروش ا ین،هدف بکار رود.  همچن ینپروتئ ستحصال باند پروتئ لکتروالو  آمیدیلژل آکر یاز رو ینیبه عنوان روش کارآمد  هت ا

 شد. یمعرف
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 مقدمه

های گیاهی مخرب باکتریایی در  هان ( یکی از بیماریhuanglongbingگرینینگ مرکبات یا هویانگ لانگ بین ) بیماری

 بیماری این شود. علایمایجاد می Candidatus Liberibacter asiaticus  (CLasباشد که عمدتا توسط گونه آسیایی آن )می

 هاسرشاخه مرگ مو ب بیماری توسعه با و بوده درختان در  وان سرشاخه چند یا یک زردی بیماری علایم اولین و بوده متنوع



 1401، همکارانو  کاظم زاده
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 آلوده، هایبرگ ریزش برگ، اصلی رگبرگ طرف دو در نامتقارن زرد های لکه صورت به شدن ابلقی یا رگبرگی کلروز. شودمی

 هایبرآمدگی دارای نامتقارن کوچک هایمیوه منگنز، و روی نظیر غذایی مواد کمبود علایم ظهور  دید، هایبرگ ماندن کوچک

 فصل از خارج گلدهی و بالغ درختان گلدهی کاهش آلوده، هایمیوه تلخی و شور مزه عقیم، و چروکیده بذور و خمیده محور با نامنظم

 گیرندمی غیریکنواخت طبیعی غیر رنگ و بوده آب کم و سخت کوچک، درخت بروی آلوده هایمیوه. است بیماری این هایشاخصه از

 Cellierاست ) شده داده بیماری این به دلیل همین به هم گرینینگ نام. ماندمی باقی سبز گلگاه و گرفته رنگ میوه دم که طوری به

et al. 2020) .ولی برآورد دقیقی  شده است گزارش( هرمزگان و بلوچستان و سیستان) ایران  نوب از بیماری این اخیر سالهای در

در دو دهه گذشته، مدارک و مستندهای علمی متعددی  (.Faghihi et al. 2009) است صورت نگرفته هنوز ایران در آن خسارت از

اند که بدلیل محدود به آوند آبکشی بودن باکتری عامل بیماری و ناتوانی در کشت آزمایشگاهی آن در محیط کشت های تاکید کرده

کنترل و مدیریت بیماری گرینینگ مرکبات ناشی از باکتری مذکور معرفی نشده مصنوعی، هیچ راهکار شناخته شده و موثری  هت 

تواند بادی  هت شناسایی و کنترل باکتری مذکور می(. در این شرایط پیش آمده، مهندسی تولید آنتیCellier et al. 2020است )

رولوژیکی هستند که امکان شناسایی و باند شدن بادی ها ابزارهای اساسی برای تشخیص ستری به شمار بیاید. آنتیراهکار منخقی

های هدف با اختصاصیت بسیار بالا دارند. با اینحال، به دلیل عدم امکان کشت این باکتری در محیط کشت آزمایشگاهی، ژنبه آنتی

باشد. ختصاصی مسیر نمیبادی اکلونال از گیاهان آلوده به بیماری گرینینگ به منظور تولید آنتیژن پلیامکان عصاره گیری آنتی

آوردهای اخیر در بیوتکنولوژی مولکولی این شرایط را فراهم آورده است که بتوان ژنهای حیاتی موثر در مقاومت در برابر دست

های گیاهی را  هت پیشبرد اهداف برنامه های مدیریتی دستکاری نمود. با تو ه به در دسترس بودن توالی کامل ژنوم باکتری بیماری

CLasمیزبان و  -، امکان شناسایی بهتر و سریع ژنهای مو ود در سخا غشاء یا ژنهای دارای نقش حیاتی در عکس العمل پاتوژن

 Hong etگردد )بادی اختصاصی میسر مینوترکیب  هت تولید موفق آنتی DNAبه کارگیری این ژنها با استفاده از تکنولوژی 

al. 2019شایی(. ژن کد کننده پروتئین خارج غomp (Outer membrane protein حاوی توالی با حفاظت شدگی بالا و بسیار )

است که به عنوان مارکر مولکولی  هت شناسایی اولیه بیماری  CLasها، یک ژن از غشاء سخحی باکتری اختصاصی بین گونه

ین، گزارش شده است که ژن (. علاوه بر اHong et al. 2019استفاده شده است ) PCRگرینینگ در روش های مبتنی بر 

 Khushiramaniبادی اختصاصی دارد )بیان شده در سخا غشاء پاتوژن پتانسیل بسیار بالایی در تولید آنتی ompهیدروفوبیک 

et al. 2007; Cho et al. 2020.) های بیان ژن مختلف  هت تولید پروتئین نوترکیب، بیان ژن هدف در باکتری در میان سیستم

(E. coliیک پلیت )ای است که به طور وسیع برای تولید پروتئین نوترکیب بدون تغییرات فورم بیانی با سیستم میزبانی شناخته شده

(. هزینه پایین تجهیزات لازم، رشد بسیار بالای باکتری Upadhyay et al. 2014پس از تر مه ژن مورد استفاده قرار گرفته است )

ی سلولی و تولید بالا در مقیاس وسیع از مزیتهای اصلی برای استفاده از این میزبان بیانی به در یک محیط کشت ساده، غلظت بالا

(. بعد از بیان پروتئین نوترکیب هدف در باکتری میزبانی، معمولا پروتئین مذکور با استفاده از Wang et al. 2017روند )شمار می

سازی های اهدافی مختلف تحقیقاتی خالصمندی در زمینهت بهرههای مختلف تخلیص مبتنی بر ستون کروماتوگرافی  هروش
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سازی خالص و مراحل ها و ود ندارد و بسته به هدف تحقیق، شرایطشوند. یک روش منفرد و ساده تخلیص برای تمام پروتئینمی

با پروتئین دیگر بسیار متفاوت  یک پروتئین بایستی بهینه سازی شود. بنابراین، ممکن است فرآیند و عملیات تخلیص یک پروتئین

(. به منظور دستیابی به سخا بالای خلوص پروتئین، ضروری است در تخلیص پروتئین Asenjo & Andrews 2009باشد )

های قابل دسترس نظیر تبادل کاتیونی و آنیونی در نوترکیب، چندین مراحله کروماتوگرافی بکار گرفته شود. یکسری از تکنیک

ای مختلف، کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون، تمایلی و غیره و ود دارد. بنابراین در یک نمونه پروتئین ناشناخته یا ه pHی محدوده

به منظور دستیابی به خلوص  تر و  ا رای مراحل کارآمدتر تخلیصهای متعددی با انتخاب روش مناسببهینه سازی  عصاره سلولی،

در سدیم دودیل  آمیدآکریلپلیژل الکتروفورز(. Duong-Ly & Gabelli 2014د دارد )آل پروتئین نوترکیب هدف و وبالا و ایده

پتیدها یکی از تکنیک هایی است که به عنوان یک روش آنالیتیکال کارآمد  هت تعیین کمیت و اندازه پلی SDS-PAGEسولفات 

پروتئومیکس، بیوتکنولوژی مولکولی، دارویی و بیوتکنولوژی ها نظیر گیرد. اغلب در بسیاری از زمینهدر نمونه مورد استفاده قرار می

آمیزی کردن پروتئین مخصوصا زمانیکه پروتئین ناشناخته پزشکی  هت بررسی نقشه پروتئینی، ارزیابی بیان پروتئین هدف و رنگ

ارآمدتر نظیر طیف سنجی  رمی، آمید به منظور آنالیز بهتر و کآکریلباشد، ضروری است که پروتئین مورد نظر از ماتریکس ژل پلی

(. در بسیاری از موارد ذکر شده، پیشبرد Harrington 1990یابی آمینواسیدی و آنالیز تغییرات پس از تر مه استحصال شود )توالی

ات اهداف تحقیقی نیازمند روش حساسی است که پروتئین مورد نظر را به طور مستقیم به فاز مایع بازیابی شود طوریکه از تغییر

شیمیایی و واسرشته شدن پروتئین بازیابی شده، ممانعت به عمل آورد. بخور معمول روشهایی مانند شستشو یا ایلوت کردن توسط 

آمید بکار رفته است آکریل هت بازیابی پروتئین هدف بیان شده از ماتریکس ژل پلی 3و سونیکاسیون2، الکتروالوشن 1انتشار

(Retamal et al. 1999; Kurien and Scofield 2012.) مخالعاتی مبنی بر بازیابی و  داسازی پروتئین ژن آلفاتوکسین 

 Ballard et al. 1992; Vahidبادی به روش الکتروفورز توسط )از ژل  هت تولید آنتی Clostridium septicumبیماری 

et al. 2011پروتئین نوترکیب خارج غشایی  ( گزارش شده است. در این راستا، در پژوهش حاضر، بهینه سازی تخلیصomp 

باکتری عامل بیماری گرینینگ مرکبات برای دستیایی به خلوص بالای پروتئین نوترکیب هدف و باند اختصاصی و مجزای آن از 

 آمید صورت گرفت.آکریلماتریکس ژل پلی

 هامواد و روش

از نهال های آلوده پرتغال تهیه شده از شهرستان میناب  CTABبه روش  DNAاستخراج ف: کلون سازی و بیان ژن هد

 ایزنجیره واکنش از استفاده با omp کدکننده ژن ( انجام شد. ابتدا1980) Murray and Thompsonاستان هرمزگان طبق روش

                                                      
1 Elution by diffusion 
2 Electroelution 
3 Sonication 
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 omp F1 5-TGA GGA TCC ATA TTT TTT AGG-3رفت   آغازگرشامل  یاختصاص آغازگرهای به کمک پلی مراز

 یحاو بیبه ترت  omp R1 5-AGT GTC GAC CAT GCG ATT ACC TAT ACG-3 یبرگشت آغازگر یتوالو 

به   pET28a-ompوارد شد. سازه  دید  pET28aناقل بیانی  و قخعه مربوطه در  شده ریتکث NcoIو   XoI میآنز شیبر تیسا

وارد شد و از این سلول های تراریخته باکتری برای تولید پروتئین نوترکیب  Rosetta-Gami2 (DE3) سویه E. coliباکتری 

omp استفاده شد (Dasari Venkata 2009 .)لیتر میلی 10های حاوی پلاسمید نوترکیب به صورت  داگانه در ی از کلنیکلن کی

در ه سیلسیوس  37بیوتیک کانامیسین و گلوکز یک درصد در دمای لیتر آنتیمیکروگرم در میلی 50مایع حاوی  2YTمحیط کشت 

میکروگرم در  50میلی لیتر محیط حاوی  500به صورت شبانه کشت شد. پس از کشت شبانه باکتری، کشت مجدد از باکتری در 

، یک نمونه از این مرحله 600OD( 5/0(ام شد. پس از رسیدن به  ذب نوری بیوتیک کانامیسین و گلوکز یک درصد انجلیتر آنتیمیلی

یک میلی  غلظتدر ( IPTG) تیوگالاکتوزید استفاده از ماده شیمیایی ایزوپروپیلبا به تولید پروتئین  برداشته شد و سپس عمل القا

 g×دقیقه در  30کمک سانتریفیوژ )به  در نهایت سلول .(Ausubel et al. 1995)ساعت صورت گرفت  16 مولار و در زمان

 15رسوب منجمد  در ه سلسیوس قرار گرفت. -20ساعت در  16نشین به مدت آوری و مایع رویی دور ریخته شد و ته(  مع4000

لیتر لیتر بافر لیز کننده و سپس یک گرم در میلیدقیقه روی یخ قرار گرفت تا کاملا ذوب شد. به ازای هر گرم وزن تر دو تا پنج میلی

یک دقیقه روی یخ قرار گرفت. تخریب دیواره سلولی باکتری با استفاده از امواج صوتی اولتراسون 30آنزیم لیزوزیم اضافه شد و به مدت 

های تخریب شده به ثانیه، بر روی یخ صورت گرفت. سلول 10ثانیه ای با فواصل میانی  10وات به تعداد هفت دوره  200با توان 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول رویی  10000گراد و با دور سانتیدر ه  4دقیقه در سانتریفیوژ یخچال دار با دمای  30مدت 

  داسازی شد. )2Ni+(ن دارای رزین نیکل  هت استفاده در ستو

 تحت نوترکیب پروتئین سازیخالص عملیاتی: کروماتوگراف ستون از استفاده با پروتئین  بهینه سازی تخلیص

 صورت ظرفیتی دو نیکل هاییون حاوی آگارز ستون از استفاده با (Denature conditionواسرشته ) ( وNativeشرایط طبیعی )

 در شده کلون هدف ژنی قخعه اینکه به تو ه با. است شده داده نشان 1  دول در پروتئین تخلیص بافرهای ا زای و  زئیات. گرفت

 سازد می میسر را قابلیت این و بوده دنباله این با همراه شده بیان پروتئین است، هیستیدین تایی شش دنباله دارای خود آمینی انتهای

 میکرولیتر 500 کار این انجام  هت. کرد تخلیص(  2Ni+) نیکل رزین دارای ستون از استفاده با و کروماتوگرافی توسط را آن بتوان که

 ستون از بار دو قبلی مرحله سانتریفیوژ از حاصل رونشین. شد داده شستشو مقخر آب با و ریخته ستون داخل  Ni-NTA  رزین از

لیتر میلی 4ستون با استفاده از . شدند نگهداری ستون از شده داده عبور محلول و رونشین از لیتریمیلی یک هاینمونه. شد داده عبور

 از لیتریمیلی یک ینمونه و شد انجام شستشو بافر لیترمیلی چهار با ستون شستشوی از بافر اتصال متعادل سازی شد و سپس دوبار

 مرحله تأیید شدند. شسته نوبت چهار در از بافر الوشن میکرولیتر 500 با رزین به شده متصل هایپروتئین. شد برداشته مرحله این

 Ausubel et) شد انجام بلاتینگ وسترن آزمون همچنین و آمیداکریلپلی ژل نوترکیب هدف توسط پروتئین سازیخالص و بیان

al. 1995.)  به منظور بهینه سازی تخلیص پروتئینompمولار،  8و  6، 4، 2های کاهشی ترکیب اوره در چهار سخا عامل ، اثرات
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مولار برای میلی 750و  500، 250مولار و  نمک کلرید سدیم در سه سخا  6و  4، 2، 1گوانیدین هیدروکلراید در چهار سخا 

 pHی رنجی اثرات محدودهکردن و بدست آوردن مقدار پروتئین بالا خالص سازی شده مورد بررسی قرار گرفت. همچنین،  واسرشته

در بدست  8و  7، 6، 5، 4پروتئین هدف در بافر الوشن به صورت پنچ سخا  4(pI)تر از نقخه ایزوالکتریک های مختلف بالاتر و پایین

آوردن خلوص بالای پروتئین هدف در مرحله الوشن گرفتن و شستشوی ستون تخلیص مورد آنالیز قرار گرفت. در مرحله ارزیابی، 

تخلیص پروتئین با اوره و گوانیدین هیدروکلراید تحت شرایط A های مورد بررسی با ا زای بافری یج حاصل از اثرات عاملنتا

 (.  1) دول قیاس شد  5واسرشته به عنوان بافر کنترلی یا شاهد

بهینه  هایبررسی کیفیت پروتئین تخلیص شده توسط روشت: و وسترن بلا SDS-PAGEآنالیز پروتئین با تکنیک 

-های بازیابی با الکتروفورز پروتئین در حضور سدیم دودسیل سولفات انجام شد. ژل عمودی شامل ژل  داکنندهسازی تخلیص و روش

. (Ausubel et al. 1995)( مورد استفاده قرار گرفت pH 8/6ی چهار درصد )( و ژل متراکم کنندهpH 8/8درصد ) 12ی 

آمیزی به مدت یک ساعت روی شیکر رسیدن رنگ به انتهای ژل انجام شد. ژل در محلول رنگولت تا  100الکتروفورز با ولتاژ 

 آنالیز هدف، و ود پروتئین از اطمینان برای بری به مدت دو ساعت روی شیکر قرار گرفت.آمیزی و سپس ژل در محلول رنگرنگ

 ولت 120 در ساعت نیم و یک مدت به SDS-PAGE ژل روی شده تخلیص نوترکیب های پروتئین ابتدا. شد انجام بلات وسترن

 غشای بر روی ساعت 2 مدت به ترانسفر بافر حضور در الکتروترانسفر تانک از استفاده با بعدی مرحله در و شدند الکتروفورز

 شدند بلاک روز شبانه یک مدت به درصد 3 چربی بدون شیر در غشاء بروی شده ایموبلایز های پروتئین. شدند منتقل نیتروسلولزی

 معرض در غشاء نهایت در. گرفت قرار شیک حالت در ساعت سه مدت به Anti-His tag اولیه بادی آنتی معرض در از آن بعد و

 دنباله با ها بادیآنتی اتصال واکنش از حاصل باند. گرفت قرار فسفاتاز الکالین به شده کونژوه goat anti-mouse ثانویه بادی آنتی

 Mahmood & Yangنمایان شد ) تاریک شرایط تحت NBT/BCIP 6 سوبسترای کردن اضافه با نوترکیب پروتئین هیستیدین

2012). 

آمید سه آکریلنوترکیب از ماتریکس ژل پلی omp هت  داسازی  پروتئین : SDS-PAGEاستخراج پروتئین از ژل 

خلیص شده توسط ستون روش شستشوی توسط انتشار، سونیکاسیون و الکتروالوشن بکار گرفته شد. ابتدا پروتئین های نوترکیب ت

قرار  مورد آنالیز SDS-PAGE  دقیقه توسط 5کروماتوگرافی تمایلی نیکل، پس از اضافه کردن بافر نمونه و  وشاندن به مدت 

 گرفت. 

  

                                                      
4 Isoelectric point 
5 Control buffer 
6 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/ nitro blue tetrazolium 
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 ن نوترکیب هدف تحت شرایط واسرشتهسازی تخلیص پروتئی. اجزای بافری مورد استفاده برای بهینه1جدول 

Table 1. Composition of the buffer used for optimazation and purification of the recombinat 

target protein under denature condition 

 
Gu-HCL دهنده عامل کاهشی گوانیدین هیدروکلراید است.: نشان 

شناسایی پروتئین مورد نظر از مارکر پروتئینی استاندارد رنگدار ثابت استفاده شد. برای روش شستشوی توسط انتشار، بعد برای 

استفاده از اسکارپل تیز بریده کیلو دالتونی از مارکر پروتئینی با  34از الکتروفورز کردن ژل، پروتئین مورد نظر درست از مقابل اندازه 

شد و چندین مرحله توسط آب مقخر استریل به مدت یک دقیقه شستشوی شد. پس از برش قخعات ژل به اندازه چند میلی متری 

میلی مولار  150توسط سرنگ های پنچ میلی متری سه مرتبه با عبور از سرنگ پودر شد. به ژل های پودر شده بافر استخراج الوشن )

NaCl ،50  میلی مولارTris-HCl ،0.1  میلی مولارEDTA  7.5در pH میکرو لیتر اضافه شد. بعد از کمی پیپت  1( به میزان

 g10000دقیقه در دور  10در ه به مدت یک شبانه روز انکوبه شد. بعد از انکوبه کردن، به مدت  32کردن در داخل فالکون، در دمای 

 Harrington (1990)ناتانت با دقت به تیوپ  دید منتقل شد و بقیه مراحل طبق روش دور سانتریفیوژ شد و سپس مورد سوپر

 های حاصل مجددا  هت تایید حضور پروتئین هدف مجددا مورد آنالیز قرار گرفتند.انجام گردید. نمونه

میلی لیتر از  2سونیکاسیون، نیز قخعات ژل بریده شده حاوی پروتئین نوترکیب مورد نظر ابتدا در  در روش بازیابی از طریق

( شتسشو شده و سپس سه بار با آب مقخر pH 7.4با  EDTAمیلی مولار  250میلی مولار تریس و  250) Tris/EDTAبافر 

میلی متری  5پاستور خشک شدند و از داخل سرنگ استریل مجددا شستشوی گردید. سپس در مرحله بعدی قخعات ژل توسط پیپت 

درصد  SDS 0.1میلی مولار تریس حاوی  20بار عبور داده شد تا کاملا پودر شوند. در نهایت به نمونه ها یک میلی لیتر از بافر  3

 High-intensity ultrasonic processor, 50-W) اولتراسونیک صوتی امواج از اضافه شد. در آخر با استفاده 1:2به نسبت 

Applied buffers in protein purification Details of buffer Control buffer urea A Control buffer Guanidine-HCL A Control buffer urea BControl buffer Guanidine-HCL B Control buffer urea C

ا زای بافر A بافر کنترلی اوره          A د یدین هیدروکلرای بافر کنترلی اوره  B            بافر کنترلی گوان B  د یدین هیدرکلرای بافر کنترلی گوان C بافر کنترلی اوره

NaH2PO4 20 mM

Denature lysis buffer (1 Litter) NaCl 250 mM

Urea/Gu-HCL  (Gu-HCL) 2 M

NaH2PO4 20 mM

Denature binding buffer (1 Litter) NaCl 250 mM

Urea  (Gu-HCL) 4 M

NaH2PO4 20 mM

Denature Washing Buffer (1 Litter) NaCl 250 mM

Urea  (Gu-HCL) 4 M

NaH2PO4 20 mM

Denature Elution Buffer (1 Litter) NaCl 250 mM

Urea  (Gu-HCL) 4 M

under denature condition

pH=7.8

pH=7.8

                     pH=6.5

                 pH=4.0

بافر لیزکننده دنیچر

بافر اتصال دنیچر

بافر شستشوی دنیچر

بافر الوشن دنیچر

بافرهای استفاده دراستخراج پروتئین تحت شرایط دنیچر

8 M

20 mM

6 M

500 mM

500 mM

20 mM

8 M

20 mM

500 mM

20 mM

500 mM

8 M

20 mM

500 mM

6M

20 mM

500 mM

 (Gu-HCL) 2 M

20 mM

500 mM

(Gu-HCL) 4 M

20 mM

500 mM

 (Gu-HCL) 4 M

20 mM

500 mM

 (Gu-HCL) 4 M6 M

20 mM

500 mM

4 M

20 mM

500 mM

6 M

20 mM

500 mM

6 M

6 M

20 mM

250 mM

6 M

20 mM

250 mM

20 mM

250 mM

4 M

20 mM

250 mM
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modelسونیکه شد ) یخ روی بر بار 3ثانیه،  10 میانی فواصل با ای ثانیه 10 دوره هفت تعداد به وات 200 توان ( باRetamal et 

al. 1999 در روش بازیابی توسط الکتروالوشن، مخابق روش سونیکاسیون بانده مورد نظر از ژل بریده شد و با بافر مذکور و آب .)

استریل به ترتیب شستشوی شدند. ژل به قخعات ریزتر بریده شده و در داخل محفظه شیشه ای بروی فیلتر متخلل قرار داده مقخر 

غشایی تحت تاثیر میدان الکتریکی عبور  های ژل از طریق فلیتر متخلل بروی تلههای پروتئینی مو ود در تکهشد. سپس مولکول

 ( آزاد شوند.2007و همکاران ) Leiتوضیا داده شده توسط  داده شدند تا در داخل بافر مورد نظر

بعد از اتمام مراحل تخلیص و ایزوله کردن از ماتریکس ژل، الکتروفورز ل: سازی تخلیص و استحصاتعیین کارآیی بهینه

اتریکس ژل با ها در حضور سدیم دودسیل فسفات صورت گرفت. تعیین میزان پروتئین تخلیص شده یا استحصال شده از مپروتئین

لیتر( آلبومین سرم میکروگرم در میلی 100، 750، 250و مقایسه با مقادیر مشخص پروتئین استاندارد ) ImageJاستفاده از نرم افزار 

، تصویر ژل توسط نرم افزار اسکن شد و سپس PAGE-SDSصورت گرفت. برای این منظور، پس از انجام مراحل  7(BSAگاوی )

ها با مساحت  زیر پلات پروتئین استاندارد غلظت هایی رسم شدند. با مقایسه مساحت زیر باند نمونهپس براساس شدت باند پلات

ساحت دیگر ها با تقسیم مساحت پیک باند مورد نظر بر مجموع مپروتئین مجهول بدست آمد. علاوه بر این، میزان خلوص نمونه

محاسبه شد. در کل غلظت پروتئین نوترکیب  با روش های مرتبط بوسیله رگرسیون های خخی  100های آن نمونه ضربدر پیک

 مورد ارزیابی قرار گرفت. ImageJبدست آمده از باندها با استفاده از نرم افزار 

 قرار بررسی ( مورد20یرایش )و SPSS افزار نرم از استفاده با هاداده تحلیل و واریانس تجزیه و آنالیز: هاآنالیز آماری داده

 برای .شد استفاده طرفه یک واریانس از تحلیل آنها بین دارمعنی اختلاف تعیین نیز و مختلف بهینه شرایط بین مقایسه برای. گرفت

 و آمد عمل به ادهاستف LSD (least significant difference) یا دارمعنی اختلاف حداقل آزمون از تیمارها میانگین مقایسه

 شد. درصد بررسی 05/0یا با احتمال  درصد 95 اطمینان فاصله در تیمار بودن دارمعنی

 

 نتایج و بحث

 ompپس از  داسازی و انتقال ژن کد کننده : در شرایط طبیعی و واسرشته ompبهینه سازی تخلیص پروتئین 

استفاده شد. پس از بیان ژن در میزبان باکتریایی  omp، از این سازه برای تولید پروتئین نوترکیب  pET28aبه ناقل بیانی باکتریایی 

سازی پروتئین نوترکیب در شرایط طبیعی و واسرشته صورت پذیرفت. کمیت و کیفیت پروتئین نوترکیب حاصله با روش خالص

از خالص سازی پروتئین نوترکیب در شرایط طبیعی حاکی از نتایج بدست آمده  مورد بررسی قرار گرفت. SDS-PAGEالکتروفورز 

، omp(. با تو ه به خصوصیات آب گریز بودن پروتئین E1-E3؛ لاین 1باشد)شکلسازی میعدم موفقیت آمیز بودن مراحل خالص

                                                      
7 Bovine serum albumin 
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 .Gu et alشود )میبنظر می رسد که عمده پروتئین تولید شده به صورت نامحلول درآمده و در فاز مواد سلولی رسوب کرده حذف 

 Expasy Protscale online softwareدر برنامه  omp(. نتایج بررسی ترادف آمینواسیدی 2003

(http://www.expasy.ch/tools/protscale.html) تخمینی مولکولی وزن با آمینواسید 289 پروتئین حاوی این که داد نشان 

 حاصل  هیدروفوبیکی تست. شد زده تخمین 69/6 حدود در ( آنpI) ایزوالکتریک نقخه این، بر علاوه. باشدمی کیلودالتون 34 حدودا

 باشد. یا هیدروفوبیک می آبدوگریز بسیار هدف ژن پروتئین که داد نشانKyte and Doolittle (1982 ) قیاس از

قرار گرفت. نتایج اولیه آنالیز سازی آن در شرایط واسرشته مورد بررسی با تو ه به ماهیت آبگریزی پروتئین هدف، خالص

کیلودالتون مرتبط با پروتئین هدف بود ولی کارایی تلخیص  34نشان داد که پروتئین خرو ی از ستون کروماتوگرافی حاوی باند 

د های مختلف اوره و گوانیدین هیدروکلرایسازی با غلظتسازی شرایط خالص(. برای این منظور، بهینه1پروتئین کمتر بود )شکل 

قبل از  (.1 هت تخلیص با کارآیی بالا در چهار مرحله از فرآیند تخلیص تحت شرایط واسرشته مورد بررسی قرار گرفت ) دول 

های مختلف سازی اثر غلظت بررسی شرایط بهینه عوامل کاهشی اوره و گوانیدین هیدروکلراید در تخلیص پروتئین هدف، ابتدا بهینه

( مورد آنالیر قرار گرفت و 1مولار( در ا زای بافر کنترلی اوره و گوانیدین هیدروکلراید ) دول لیمی 250 ،500 ،750) NaCL نمک

 از روی پیک باند حاصله از ژل مورد محاسبه واقع شد. ImageJغلظت پروتئین حاصله با استفاده از رگرسیون خخی نرم افزار 

به نقش سدیم کلرید در اتصال و  داسازی پروتئین  با تو ه: بهینه سازی غلظت سدیم کلرید در طی مراحل تخلیص

سازی گردد. سازی بهینهبه ستون کروماتوگرافی، لازم است که غلظت مناسب این ترکیب در بافرهای مورد استفاده در مراحل خالص

ال شد.  اعم 1در  دول A( طبق بافر کنترلی Elution( و الوشن )Washingهای مختلف سدیم کلراید در مراحل شتشوی )غلظت

( نشان داد که بهینه 2های مختلف سدیم کلراید در دو مرحله از تخلیص پروتئین نوترکیب )شکل نتایج حاصل از بهینه سازی غلظت

سازی غلظت سدیم کلراید در مرحله الویشن تخلیص به مراتب کارآیی بالاتری از مرحله شستشوی داشت. در مرحله شستشوی تنها 

ر سدیم کلراید توانست باعث افزایش در میزان کمی پروتئین تخلیصی در بافر کنترلی اوره گردد در صورتیکه مولامیلی 500غلظت 

برابر نسبت به مرحله  5/2ای مقدار پروتئین تخلیصی را حدودا اعمال این غلظت از سدیم کلراید در مرحله الوشن بخور قابل ملاحظه

واقع یک رقابت میان  روش کروماتوگرافی تعویض یونی برهمکنش یونی است و دراساس الف و ب(.  2)شکل شستشوی افزایش داد

های باردار شده با بار مخالف بروی یک تعویض یونی برقرار است. قدرت یونی، بار خالص، توزیع بار یونها  هت لیگاند شدن به گروه

تواند برهمکنش میان پروتئین و سدیم کلراید می سخحی پروتئین، طبیعت یونهای ویژه در حلال و خواص تعویض کننده یونی نظیر

(. در داخل ستون کروماتوگرافی همواره بین فاز ساکن ) امد( و فاز Babaie 2020کننده یونی تحت تاثیر قرار دهند )یک تعویض

هایی با مولکولشود و هر مولکول با بار سخحی مخالف فاز ساکن متصل خواهد شد؛ بدین صورت که متحرک )محلول( مبادله می

 شوند.بار منفی به رزین آنیون تعویضی و مولکولهای با بار مثبت به رزین کاتیون تعویضی پیوند می
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تحت شرایط طبیعی و واسرشته با استفاده از ستون  ompنتایج حاصل از تخلیص پروتئین نوترکیب  .1شکل 

های تخلیص شده پروتئین نوترکیب هدف تحت شرایط طبیعی؛ نمایانگر الوشن :E1-E3کروماتوگرافی نیکل. 

UE1-UE2  وGE1-GE2: های تخلیص شده به کمک عامل کاهشی اوره و به ترتیب نشان دهنده الوشن

: نمایانگر مارکر پروتئینی رنگی استاندار که باند Mو  Aگوانیدین هیدروکلراید به عنوان بافرهای کنترلی 

  کیلودالتون قرار گرفته است 33زه هدف کمی بالاتر از باند آن با اندا پروتئین

Figure 1. The obtained the omp recombinant protein under the native and denature 

conditions by using the nickel chromatography column. E1-E3: representing the purified 

elution’s of recombinant target protein under native condition; UE1-EU2 and GE1-GE2: 

representing the purified elution’s via reducing agents such as urea and guanidine 

hydrocholoride as control buffer A; M: shows the per-stained protein ladder where the 

band of target protein located at above band with the 33 kDa size belonged to protein 

marker 

( و CL-بنابراین معمولا یک گرادیان صفر تا غلظت بالای سدیم کلراید  هت تعویض پیوند مولکولی برای آنیونها )

مولار سدیم میلی 500(. در این مخالعه مشاهده شد که غلظت  2009Jungbauer & Hahnشود )( استفاده میNa+کاتیونها )

های بالاتر کلراید در مرحله الوشن تخلیص بیشترین اثر را در افزایش غلظت پروتئین بدست آمده داشت در حالیکه استفاده از  غلظت

ال و ود دارد که سدیم کلراید با غلظت (. بنابراین، این احتم2و یا پایین تر باعث کاهش میزان پروتئین نوترکیب حاصله شد )شکل 

مولار شرایط لازم تعویض یونی برای اتصال پروتئین هدف به رزین ستون نیکل را بهتر فراهم نموده است. از اینرو، غلظت میلی 500

هیدروکلراید در مولار سدیم کلراید به عنوان غلظت بهینه در مرحله بعدی برای بهینه سازی تخلیص با اوره و گوانیدین میلی 500

 ا زای بافر بصورت ثابت گنجانده شد.  
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مولار( در اجزای بافری کنترلی اوره و میلی 750، 500، 250های مختلف نمک ). بهینه سازی غلظت2ل شک

تحت  omp( تخلیص ب( و مرحله الوشن )الف( در مرحله شستشوی )Gu-HCL) گوانیدین هیدروکلراید

شرایط واسرشته با استفاده از ستون کرماتوگرافی تعویض یونی نیکل. هر غلظت پروتئین از میانگین سه باند 

بر مبنای رگرسیون خطی محاسبه شده است.  ImageJ)سه تکرار( پروتئین مذکور با استفاده از نرم افزار 

هد. علامت بادر نمودار نشان دهنده ددرصد را نشان می 5دار در سطح احتمال حروف متفاوت تغییرات معنی

 ( استSDانحراف استاندار )

Figure 2. Optimization of the different concentration of NaCL (250, 500 and 750 mM) in 

urea control buffer A and guanidine hydrocholoride (Gu-HCL) at washing (A) and elution 

(B) steps of the omp purification under denature condition via nickel ion-exchange 

chromatography column. Each protein concentration has calculated from three bands of an 

omp protein sample via ImageJ software based on linear regression. Different letters 

indicate significance at p<0.05. Error bars indicate standard deviation (SD) in figure 
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سازی پروتئین نوترکیب در شرایط بهینه سازی غلظت اوره و گوانیدین هیدروکلراید در مراحل خالص

 هیدروکلراید گوانیدین تلخیص و B اوره تخلیص کنترلی بافرهای برای تهیه ،(مولارمیلی 500) کلراید سدیم بهینه غلظته: واسرشت

B و بدین  قرار گرفت بررسی تخلیص مورد بافری ا زای در هیدروکلراید گوانیدین و اوره مختلف هایغلظت کارآیی و استفاده شد

 . (1) دول  شد قیاس Bکنترلی  بافرهای ترتیب نتایج حاصل از آن با

 

( در اجزای بگوانیدین هیدروکلراید ) ( والفهای مختلف عوامل کاهشی اوره )سازی غلظت. بهینه3شکل 

: گوانیدین Gu-HCLتوسط ستون کروماتوگرافی یونی نیکل.  ompبافری بر تلخیص پروتئین نوترکیب 

 ImageJ افزار نرم از استفاده با مذکور پروتئین( تکرار سه) باند سه میانگین از پروتئین غلظت هیدروکلراید؛ هر

درصد را  5دار در سطح احتمال حروف متفاوت تغییرات معنی. است شده محاسبه خطی رگرسیون مبنای بر

 ( استSDدهد. علامت بادر نمودار نشان دهنده انحراف استاندار )نشان می

Figure 3. Optimization of the different concentration reducing agents, including urea (A) 

and guanidine hydrocholoride (B) in the buffer on purification rate of omp recombinant 

protein via nickel ion-exchange chromatography column. Gu-HCL: representing the 

guanidine hydrocholoride. Each protein concentration has calculated from three bands of 

a omp protein sample via ImageJ software based on linear regression. Different letters 

indicate significance at p<0.05. Error bars indicate standard deviation (SD) in figure 
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 پروتئین مقدار که داد نشان ImageJ افزار نرم توسط ژل روی از حاصله باندهای شدت ارزیابی همراه به SDS-PAGE آنالیز

 مقایسه آماری نتایج آنالیز. بود هیدروکلراید گوانیدین کاهشی عامل از بالاتر مراتب به اوره توسط تخلیص مراحل از نوترکیب خرو ی

 مرحله چهار هر در بافری ا زای در هیدروکلراید گوانیدین و اوره کاهشی عوامل غلظت افزایش با که داد نشان دانکن آزمون میانگین

 تخلیص پروتئین میزان نتایج حاصله نشان داد که. شد تخلیصی پروتئین میزان دارمعنی افزایش به منجر هدف پروتئین تخلیص از

مختلف  هایغلظت بنابراین(. ب 3 شکل) می باشد هیدروکلراید گوانیدین از بالاتر خیلی مراتب به اوره با روش استفاده از شده

 مولار 8 نتایج نشان داد که استفاده از غلظت (.الف 3 شکل) حاصله ندارد پروتئین میزان افزایش در ایملاحضه قابل تاثیر گوانیدین

 تخلیص فرایند از( لیترمیلی در میکروگرم 413) خرو ی پروتئین میزان بالاترین آمدن بدست به منجر تخلیص بافری ا زای در اوره

 .باشدمی مذکور بافری شرایط تحت ستون رزین به هستیدین توالی با شده لینک هدف پروتئین بالای اتصال دهنده نشان که شد

نتایج حاصله حاکی از اینست که با افزایش غلظت عوامل کاهشی، میزان پروتئین خرو ی از ستون کروماتوگرافی نیز افزایش می 

(. 3ود )شکل باشد. این روند افزایشی میزان پروتئین توسط عامل کاهشی اوره محسوس تر از عامل کاهشی گوانیدین هیدروکلراید ب

ها نشان داده است که استفاده از عامل کاهشی اوره باعث اگر چه مکانسیم تاثیر عامل کاهشی کاملا معلوم نشده است ولی مخالعه

شود. علاوه بر این، آن عنوان شده است که عامل کاهشی به دلیل تاثیر ای شدن پروتئین و حفظ ساختار آن می لوگیری از توده

 Yamaguchi andهای پروتئین هدف اثر خوبی در تاخوردگی پروتئین دارد )ش با سخا هیدروفوبیک اسیدآمینهگذاری و برهمکن

Miyazaki 2014 از آنجا که پروتئین نوترکیب  .)omp باشد، بنابراین این احتمال و ود دارد که داری سخا هیدروفوبیک می

علی  پروتئین نوترکیب باعث پایداری و تخلیص بهتر آن شده است.عامل کاهشی اوره از طریق برهمکنش با سخا هیدروفوبیک 

، استفاده از این سیستم برای تولید مقادیر بالای  E.coliرغم مزیت های فراوان تولید پروتئین نوترکیب در سیستم بیانی باکتری 

 Inclusion (IBsای بنام اینکلوژن بادی )پروتئین های نامحلول در بیشتر موارد منجر به تولید پروتئین نوترکیب غیرفعال و توده

bodies کندمی (Vallejo & Rinas 2004 نتایج مخالعات قبلی نشان می دهد محلول سازی پروتئین حاصله در ساختارهای .)

IBsتاخوردگی مجدد شود.  ایجاد پذیر میگوانیدین هیدروکلراید امکانهای واسرشته با استفاده از ترکیباتی از قبیل اوره و ، در محیط

(Refolding) تواند منجر به بازیابی ساختار اصلی پروتئین شده و سبب شود پروتئین حاصله از لحاظ در پروتئین دنیچیر شده می

بادی از زیستی قابلیت عملکرد بیوشیمیایی خود را به عنوان یک پروتئین فعال بدست آورد تا در برنامه تحقیقاتی آتی نظیر تولید آنتی

 ;Alibolandi & Mirzahoseini 2011; Yamaguchi et al. 2014برخوردار باشد )عملکرد خوبی به صورت ایمونوژن 

Mirhosseini et al. 2019دهد که غلظت بالای عامل کاهشی اوره بهتر از عامل کاهشی گوانیدین (. نتایج این تحقیق نشان می

صال دنباله هستیدین پروتئین هدف به رزین سازی پروتئین نوترکیب و ایجاد شرایط یونی مناسبی  هت اتهیدروکلراید در محلول

 ستون نیکل عمل نموده است. 

مخالعات قبلی نشان داده است که کارآیی بهتر عامل واسرشته سازی اوره ه: در بافرهای مورد استفاد pHبهینه سازی 

ی هر پروتئین مشخص شود برا pHوابستگی دارد و بایستی شرایط بهینه  pH هت محلول سازی پروتئین های نامحلول به میزان 
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(Vallejo & Rinas 2004 از اینرو، غلظت .)500مولار گوانیدین به همراه غلظت بهینه نمک سدیم کلراید ) 6مولار اوره و  8 

تحت شرایط واسرشته  هت بررسی اثرات  ompمولار( به عنوان غلظت بهینه در ا زای بافری فرایند تخلیص پروتئین نوترکیب میلی

pH  در کارآیی تخلیص در مرحله الوشن به عنوان بافر کنترلی  8و  7، 6، 5، 4های مختلفC  مشخص شده  (.1گنجانده شد ) دول

یک فاکتور موثر در خالص سازی پروتئین های نوترکیب می  (pIاست که ا زای بافری الوشن از قبیل نقخه ایزوالکتریک پروتئین )

یسه میانگین حاصل از محاسبه پیک باندهای مرتبط با پروتئین هدف بروی ژل به کمک (.  مقاLlompart et al. 2010باشد )

بافر الوشن از حالت بازی به سمت اسیدی میزان غلظت پروتئین تخلیصی خرو ی از  pHنشان داد که با کاهش  ImageJنرم افزار 

لیتر( میکروگرم در میلی 635.5قدار پروتئین تخلیصی )داری افزایش پیدا کرد. بنابراین، بیشترین مستون کروماتوگرافی بخور معنی

لیتر( در میکروگرم در میلی 155.7تنظیم شده بود در حالیکه کمترین مقدار آن ) 4بافر الوشن در محدوده  pHزمانی بدست آمد که 

بر افزایش میزان غلظت  (6، 5، 4) های پایین pHنیز اثر  SDS-PAGEالف(.  آنالیز  4حاصل شد )شکل  8برابر با  pHمحدوده 

ب(. در این  4کیلودالتون را تایید کرد )شکل  34پروتئین هدف خرو ی تحت شرایط دنیچیر توسط ستون کرماتورگافی با اندازه 

عنوان شده   .شد زده تخمین 69/6 حدود به کمک سرور و پایگاه داده پروتئینی مربوطه در ompپروتئین  ایزوالکتریک نقخه مخالعه،

بافر  pHاست که اگر پروتئین هدف دارای نقخه ایزوالکتریک اسیدی باشد، در این حالت تبادل آنیونی بهترین انتخاب بوده و بایستی 

الوشن حداقل یک واحد بیشتر از نقخه ایزوالکتریک پروتئینی باشد که بار منفی گرفته باشد. در مقابل، اگر پروتئین هدف حاوی نقخه 

بافر الوشن حداقل یک واحد  pH( باشد، در اینصورت تبادل کاتیونی بهترین انتخاب بوده که بایستی 7کتریک پایه )نزدیک ایزوال

یکی از  pH(.  Jungbauer & Hahn 2009کمتر از نقخه ایزوالکتریک پروتئین هدفی باشد که بار مثبت کافی گرفته باشد )

و یک تعویض کننده یونی است علاوه بر تعیین بار سخا پروتئین و تعویض کننده  فاکتورهای مهم اثرگذار در برهمکنش پروتئین

های مختلف بار خالص متفاوتی دارند، اما  pHها در ترین پارامترها در تعیین پیوند پروتئین است. اگر چه پروتئینیونی، یکی از مهم

های مو ود در تعویض کننده الص سخا پروتئین مخالف بار گروهافتد که بار خپیوند پروتئین به تعویض کننده یونی زمانی اتفاق می

محلول نسبت به نقخه ایزوالکتریک پروتئین فاصله بیشتری داشته باشد، پروتئین به بستر )تعویض کننده  pHیونی باشد. هر چه 

ی سخا پروتئین، پیوند پروتئین با های نزدیک نقخه ایزوالکتریک به دلیل بار خالص کم برو pHکند. در یونی( پیوند قوی برقرار می

 OMP (pIهای پایین تر از نقخه ایزوالکتریک پروتئین  pH(. بنابراین احتمالا در Babaie 2020بستر پیوند محکمی نخواهد بود )

لای بافری ( شرایط لازم برای اتصال قوی بین پروتئین و تعویض کننده یونی برقرار بوده و بدین ترتیب با قدرت یونی با6.69مساوی 

الوشن از بستر ستون شستشوی شدند تا کارآیی مناسبی از تخلیص پروتئین هدف بدست آید. در کل نتایج حاصل از بهینه سازی 

های مختلف بر فرایند تخلیص تحت شرایط دنیچیر نشان  pHعوامل کاهشی اوره و گوانیدین هیدروکلراید، نمک سدیم کلراید و 

 4بافری الوشن بروی  pHمولار و تنظیم میلی 500مولار به همراه نمک سدیم کلرید با غلظت  8لظت داد که و ود عامل اوره با غ

 با کارایی بالاتر معرفی شود.   ompترین حالت بافری مورد استفاده برای تخلیص پروتئین نوترکیب تواند به عنوان بهینهمی
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مولار سدیم کلراید میلی 500مولار اوره و  8های مختلف اجزای بافری حاوی  pH( بهینه سازی الف .4شکل 

تخلیص پروتئین نوترکیب بر میزان کارآیی پروتئین خروجی از ستون کروماتوگرافی  Elutionدر مرحله الوشن 

های  pHهای خروجی از ستون کرماتوگرافی نیکل تحت شرایط پروتئین SDS-PAGE( آنالیز ب یونی نیکل.

: نمایانگر مارکر پروتئینی غیر رنگی Mفرایند تخلیص پروتئین نوترکیب هدف.  Elutionمختلف طی مرحله 

های حاوی باند پروتئین نوترکیب ی الوشنبه ترتیب نشان دهنده EP8و  EP4 ،EP5 ،EP6 ،EP7استاندار؛ 

برابر  pHاجزای بافری الوشن با  کیلودالتون تخلیص شده از مرحله الوشن فرآیند تخلیص تحت 34به اندازه 

 افزار نرم از استفاده با مذکور پروتئین( تکرار سه) باند سه میانگین از پروتئین غلظت .  هر8و  7، 6، 5، 4

ImageJ 5دار در سطح احتمال حروف متفاوت تغییرات معنی. است شده محاسبه خطی رگرسیون مبنای بر 

 ( استSDنمودار نشان دهنده انحراف استاندار )دهد. علامت بادر درصد را نشان می

Figure 4. A) Optimization of the different pH of buffer purification containing 8 M urea 

and 500 mM NaCL at elution step of recombinant protein on efficient rate of outcome 

protein by nickel ion-exchange chromatography column. B) SDS-PAGE analysis of 

obtained by nickel chromatography column under different pH in the elution step of target 

protein purification. M: unstained protein ladder; EP4, EP5, EP6, EP7 and EP8 

representing the elution containing purified recombinant protein with 34 kDa in elution step 

of purification with elution buffer, respectively, which its pH was measured at 4, 5, 6, 7, and 

8. Each protein concentration has calculated from three bands of an omp protein sample via 

ImageJ software based on linear regression. Different letters indicate significance at p<0.05. 

Error bars indicate standard deviation (SD) in figure 
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استخراج پروتئین از ژل الکتروفورز برای تهیه پروتئین کاملا د: آمیبهینه سازی استخراج پروتئین از ژل پلی آکریل

شود. از آنجا که نتایج حاصل از بهینه سازی تخلیص حاکی از و ود باند پروتئین هدف بادی انجام می خالص و به منظور تولید آنتی

های باکتری میزبان داشت. بنابراین،  هت بدست آوردن تک باند اختصاصی پروتئین هدف به همراه باندهای مزاحم مرتبط با پروتئین

مقایسه قرار گرفت و سپس  SDS-PAGEروتئین بدست آمده توسط آنالیز های بازیابی استفاده شد. کارآیی و میزان پاز روش

ب(. نتایج نشان داد که  5محاسبه شد )شکل  ImageJمساحت زیر پیک باند بدست آمده بر مبنای رگرسیون خخی توسط نرم افزار 

الف(. با بررسی کارآیی بدست  5شدند )شکل کیلو دالتون  34هر سه روش قادر به ایزوله کردن باند مرتبط با پروتئین هدف به اندازه 

درصد از پروتئین  96آمده از روشهای استحصال، استنباط شد که کارایی روش الکتروالوشن بهتر از دو روش دیگر بود و قادر به بازیابی 

الکتروالوشن، به ترتیب برای روش بازیابی  %07/19و  %87/45%،  07/96هدف از ماتریکس ژل شده است. از اینرو، کارآیی 

الف(. با و ود اینکه روش الکتروالوشن بهترین کارآیی در استحصال  6سونیکاسیون و شستشوی توسط انتشار بدست آمد )شکل 

از ماتریکس ژل داشت اما آنالیز آن نشان داد که علاوه بر پروتئین اصلی حاوی چندین باند مرتبط با سایر پروتئین ها نیز  پروتئین

استحصال شده توسط الکتروالوشن توسط ستون کروماتوگرافی تخلیص شدند. نتایج نشان داد  این باندها، پروتئین هست. برای حذف

که با اینکار باندهای مزاحم حذف شدند و پروتئین هدف تک باند بدست آمد هر چند مقدار آن از مقدار بازیابی شده کمتر بود )شکل 

ین هدف از ماتریکس ژل به منظور تایید ماهیت پروتئین هدف از آنالیز وسترن بلاتینگ (. بعد از استحصال پروتئPEالف؛ لاین  5

 6کیلودالتون متعلق به پروتئین هدف را تایید نمود )شکل  34استفاده شد. آنالیز وسترن بلات حضور پروتئین با باند مجزا با اندازه 

 ب(. 

باشد، بنابراین، چندین های آلوده میین نوترکیب هدف و سایر پروتئینهای حاوی پروتئاز آنجا که اینکلوژن بادی: گیرینتیجه

های بالای عوامل ای رسوب کرده، گزارش شده است. غلظتروش برای بدست آوردن فرم فعال زیستی پروتیئن هدف از حالت توده

وتئین استفاده شده است کاهشی اوره و گوانیدین هیدروکلراید به عنوان روش کاربردی  هت بدست آوردن فرم فعال پر

(Yamaguchi and Miyazaki 2014نتایج این تحقیق نشان داد که بهینه سازی تخلیص پروتئین  .) omp با عامل کاهشی

سازی تحت شرایط واسرشته شد و به خاص باعث افزایش کارایی بهتر خالص pHاوره به همراه نمک کلرید سدیم تحت شرایط 

 ربوطه از ماتریکس ژل توسط روش های الکتروالوشن و سونیکاسیون بخور موفقیت آمیزی بازیابی شد.دنبال آن تک باند پروتئین م
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استحصال شده از ماتریکس ژل توسط روشهای  ompهای پروتئین SDS-PAGE( آنالیز الف. 5شکل  

بدست آمده از  ompهای ( ارزیابی کمیت پروتئینبالکتروالوشن، سونیکاسیون و شستشوی توسط انتشار. 

: ImageJ .Mتوسط نرم افزار آنالیز تصویری  SDS-PAGEروشهای استحصال پس از بار گذاری در ژل 

به ترتیب نشان دهنده پروتئین سرم گاوی با : BSA2 و BSA1نمایانگر مارکر پروتئینی غیر رنگی استاندار؛ 

اصل از استحصال با روش : پروتئین تخلیص شده حPEلیتر؛ میگروگرم در میلی 750و  500غلظت 

ی پروتئینهای هدف استحصال شده نشان دهنده :E2و  E1؛ الکتروالوشن توسط ستون کروماتوگرافی نیکل

ی پروتئینهای هدف بازیابی شده توسط روش : نشان دهندهS2و  S1توسط روش الکتروالوشن؛ 

توسط روش شستشوی توسط ی پروتئینهای هدف استحصال شده : نشان دهندهEL2و  EL1سونیکاسیون؛

مرتبط با شدت رنگ باندهای متعلق به هر چاهک در زیر پیک خودش با نام یکسان در  انتشار؛ پیک پلاتهای

 آورده شده است  بشکل 

Figure 5. A) The SDS-PAGE analysis of the omp protein recovered by electroelution, 

sonication, and elution by diffusion from gel matrix. B) The quantity evaluation of omp 

protein isolated by recovery methods after loading in SDS-PAGE gel via image processing 

by ImageJ software. M: unstained protein ladder; BSA1 and BSA2: representing the bovine 

serum albumin concentration at 500 and 750 µg/ml; PE: the purified omp protein by nickel 

chromatography column from protein recovered by electroelution method; E1-E2: target 

protein recovered by electroelution; S1-S2: target protein recovered by sonication method; 

EL1-EL2: target protein recovered by elution by diffusion method. The plot peak related to 

color intensity of the bands belonging to each well are given under its own peak with the 

same name in Figure B 
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انتشار های استحصال با الکتروالوشن، سونیکاسیون و شستشوی توسط ( بررسی کارآیی روشالف. 6شکل 

آزمون وسترن بلاتینگ جهت تایید حضور ( ب .SDS-PAGEبر ایزوله کردن پروتئین هدف از ماتریکس ژل 

 mouseهای استحصال به کمک آنتی بادی اولیه )های ایزوله شده توسط روشدر نمونه ompپروتئین هدف 

anti-His monoclonal( و ثانویه )goat anti-mouse polyclonal .متصل به آنزیم آلکالین فسفاتاز )M :

به ترتیب نشان دهنده پروتئین هدف جدا شده از ماتریکس  :E2و  E1نمایانگر مارکر پروتئینی رنگی استاندار. 

 ژل به روش الکتروالوشن و سونیکاسیون

Figure 6. A) The efficiency of electroelution, sonication, and elution by diffusion recovery 

methods on isolating target protein from SDS-PAGE gel matrix. B) Western blotting 

analysis in order to confirm the omp target protein in samples isolated by recovery methods 

with using the primary antibody (mouse anti-His monoclonal) and secondary (goat anti-

mouse polyclonal) conjugated to alkaline phosphatase. M: per-stained protein ladder; E1-

E2: the recovered target protein by electroelution and sonication methods from gel matrix, 

respectively   

ها نظیر پروتئین میوگلوبین، آلبومین سرم گاوی، انولاز و آمیز از روش الکتروالوشن  هت بازیابی سایر پروتئیناستفاده موفقیت

(. بنابراین، بهینه سااازی مناسااب تخلیص پروتئین و Li et al. 2012تریپسااینوژن گاوی از بین قخعات ژل گزارش شااده اساات )

به عنوان یک ژن خارج  ompآورد که ژن های بازیابی این امکان را فراهم میبدسااات آمدن فرم خالص آن با اساااتفاده از روش

بادی تولید آنتی غشاایی باکتری عامل بیماری گرینینگ مرکبات از قابلیت بسایار بالایی در اساتفاده از آن به عنوان ایمونوژن  هت

 های آتی برخودار باشد. اختصاصی در برنامه

 یدر ا را یمال یتبه خاطر حمافرصت مخالعات دانشجویی کشور مرکز  /سازمان امور دانشجویان کشوراز  :سپاسگزاری

 .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار
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