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Abstract: 
   

Background: The synthesis of recombinant proteins with the aim of inhibiting the tumor 
receptors is one of the new approaches in cancer treatment. The aim of this study was to 
design and clone the VEGF 111b recombinant isoform in pBudCE4.1 vector and assess   its 
compatibility with E.coli Top10 in order to produce some recombinant drugs. 
Materials and Methods: The VEGF111b new isoform designed using gene sequences 
available in the databases and oligo 7 software was digested by BglII and KpnI enzymes. 
Then it was cloned at downstream of the EF-1 promoter in the pBudCE4.1vector. 
Isolation of recombinant bacteria was done in LBA medium with the concentration of 
Zeocin antibiotic (3% and 5%). In the final step, the recombinant vector was extracted using 
DNA gel extraction kit and VEGF111b recombinant fragment was confirmed by enzyme 
digestion and sequencing. 
Results: The ligation of 111b fragment in expected site was confirmed. The entire E.coli 
Top10 colonies were observed in Zeocin medium (5%) containing recombinant VEGF111b 
fragment and recombinant colonies (61.9%) were observed at Zeocin medium (3.0%). The 
existence of VEGF111b sequences in recombinant bacteria was confirmed by enzyme 
digestion and sequencing. 
Conclusion: The present study is an important step in the production process of VEGF111b 
recombinant protein and evaluating its anticancer effect. Moreover, the pBudCE4.1 vector 
containing 2 cloning sites and 8 enzyme excision sites is a good candidate for cloning and 
expression of recombinant proteins in E.coli TOP10. 
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 براي E. coli Top10 در  VEGF111bنوتركيب ايزوفرم و تكثير ترانسفورماسيونطراحي، 
  توليد داروي نوتركيب

  
مرتضي صادقي

1*
، زهره حجتي

2
  

  

  مقدمه
هاي خوني گيري و خروج رگي شامل شكليزافرايند رگ

هاي خوني قبلي است و اين فرايند با رشد و متاستاز جديد از رگ
 ،هاي درمان جديددر روش .]1،2[مستقيم دارد تومورها ارتباط 

زائي به يكي از كانديداهاي مهم در درمان هاي رگمهاركننده
. ]3،4[اند سرطان و پيشگيري از متاستاز تومورها تبديل شده

ترين عوامل دخيل مهم(VEGF) فاكتورهاي رشد اندوتليال عروقي 
اوليه ژن  mRNA ،در داخل سلول .ي تومورها هستنديزادر رگ
VEGF  ايزوفرم  هشتتحت تاثير يك فرآيند پيرايش متناوب

، 145، 148، 165، 183، 189، 206هاي پروتئيني مختلف با طول
- 7[كند آمينواسيد را پس از خروج سيگنال پپتيد توليد مي 111، 121

5[.  
  
 استاديار، مركز تحقيقات ژنتيك انساني، دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله  1
  دانشگاه اصفهان  ،انشيار، گروه زيست شناسي، دانشكده علومد 2
  :نشاني نويسنده مسئول *

    خيابان ملاصدرا، دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله، بخش ژنتيك ،ميدان ونك ،تهران
  021 88931228: دورنويس                                           021 88930684  :تلفن

 ms.sadeghi@yahoo.com: پست الكترونيك

 14/6/95 :تاريخ پذيرش نهايي                                  24/12/94 :تاريخ دريافت

-دو نوع از ايزو VEGFاوليه ژن  mRNAهاي متناوب پيرايش

 VEGF-xxxb و VEGF-xxxصورت كه به VEGFهاي فرم
مشخص كننده  xxxكه  وردآوجود ميد را بهشوننشان داده مي

گرفتن سيگنال نظر  هاي ايزوفرم خاص بدون درآمينه تعداد اسيد
از  VEGFxxxbو  VEGFxxxهاي دو گروه ايزوفرم. پپتيد است

 شوندايجاد مي) 8 اگزون(طريق پيرايش متناوب در اگزون انتهايي 
منجر به  8زون عملكرد كنترلي جايگاه پيرايش نزديك در اگ .]8،9[

-مي VEGFxxxزايي يا همان هاي با خاصيت رگتوليد ايزوفرم

 هاي ضدكه جايگاه پيرايش دور، باعث ايجاد ايزوفرمشود، درحالي
ها به گيرنده متصل كه اين ايزوفرم شودمي VEGFxxxbزايي رگ
 مانع فعال شدن گيرنده 8خاطر تغيير توالي اگزون به ولي ،شوندمي
هاي مختلف از طريق پيرايش ايجاد اين ايزوفرم. ]10[شوند مي

 1- 5هاي شود و اگزونحاصل مي 8 و 7، 6 هايمتناوب در اگزون
-اخيرا استفاده از ايزوفرم .]11[ هستندها ثابت در تمام اين ايزوفرم

 xxxكننده خانواده راهاي مهعنوان ايزوفرمبه xxxbهاي گروه 
ها ه استفاده از اين ايزوفرمگزارش شده و مشاهده شده است ك

يابي براي دست .]12[شود زائي و رشد تومورها ميباعث مهار رگ
هاي نوتركيب، بهتر است توالي تئينوبه بازدهي بهتر در توليد پر

  :خلاصه
سرطان  هاي جديد درمانهاي رشد در تومورهاي سرطاني يكي از راههاي نوتركيب با خاصيت مهار گيرندهسنتز پروتئين :سابقه و هدف

سازگاري اين سازه با   و بررسي pBudCE4.1 در وكتور  VEGF111bهدف مطالعه حاضر طراحي و كلون ايزوفرم نوتركيب .است
  .  ت توليد داروي نوتركيب استجه  E. coli Top10باكتري 

و شده طراحي oligo  7افزار هاي ژني و نرمهاي موجود در بانكبا استفاده از توالي VEGF111bايزوفرم جديد  :هامواد و روش
وكتور نوتركيب . كلون شد pBudCE4.1در وكتور  EF-1ين دست پروموتور يو در پاشده بريده  KpnIو  BGLIIهاي توسط آنزيم

pBud.VEGF111b توسط روش كلريد كلسيم در باكتري E. coli Top10 هاي نوتركيب در محيط جداسازي باكتري. رم شدوترانسف
LBA  در مرحله آخر وكتور نوتركيب با استفاده از كيت استخراج  .بيوتيك زئوسين انجام شددرصد آنتي 5/0و  3/0حاوي غلظت
DNA  از ژل)Thermo K0513 ( جود  قطعه نوتركيبو وشده استخراج VEGF111b توسط هضم آنزيمي و تعيين توالي تائيد شد.  
 5/0مشاهده شده در محيط حاوي غلظت  E. coli Top10هاي تمامي كلوني. در جايگاه مورد نظر تائيد شد 111bالحاق قطعه  :نتايج

. كلوني نوتركيب مشاهده شد درصد 9/61 ،درصد زئوسين 3/0بودند و در غلظت  VEGF111bدرصد زئوسين حاوي قطعه نوتركيب 
  .هاي نوتركيب توسط هضم آنزيمي و تعيين توالي تائيد شددر باكتري  VEGF111bوجود توالي

 .و بررسي عملكرد ضد سرطاني اين پروتئين است  VEGF111bمطالعه حاضر گامي مهم در جهت توليد داروي نوتركيب :گيرينتيجه
هاي جايگاه برش آنزيمي كانديد مناسبي براي كلونينگ و بيان پروتئين 8جايگاه كلونينگ و  2با دارا بودن  pBudCE4.1وكتور

  .  است E. coli Top10نوتركيب در 
 VEGF111b، پروتئين نوتركيب،  E. coli :كليديواژگان

 453-447 ، صفحات1395، آذر و دي 5شي فيض، دوره بيستم، شماره پژوه–نامه علميدو ماه                                                                    
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هر دو مورد نظر بعد از طراحي و كلونينگ در وكتور مناسب در 
له و در مرح هيوكاريوتي بررسي شد وي پروكاريوتي سيستم بيان

وتي بررسي اول كارائي و صحت فرايند روي يك سيستم پروكاري
با قدرت ترانسفورماسيون و تكثير  E. coli Top10باكتري . شود

چنين قدرت تكثير مناسب پلازميد بالاي در محيط آزمايشگاه و هم
اي مناسب بر هاي پروكاريوتيخارجي در باكتري يكي از گزينه

با توجه به  .]13،14[ورها است وكت ييبررسي صحت و ميزان كارا
-هاي مختلف و امكان استفاده از ايزوسرطان ها درVEGFاهميت 

در  xxxهاي گروه در مهار بيان ايزوفرم xxxbهاي گروه فرم
در  E. coli Top10كارائي بالاي نيز هاي مختلف و سرطان
در اين مطالعه ما به  ،ماسيون و تكثير وكتورهاي نوتركيبرترانسفو

  VEGF111bبررسي امكان طراحي و كلون كردن ايزوفرم جديد
ترانسفورماسيون و تكثير و بررسي ميزان  pBudCE4.1وكتور  در
  .پرداختيم E. coli Top10وكتور در باكتري  اين

  
هامواد  و روش  

  تهيه وكتور و باكتري
  قبلا در كه  pBudCE4.1وكتور در اين مطالعه تجربي از 

ده علوم دانشگاه اصفهان توسط دكتر زهره بخش ژنتيك دانشك
 E. coli باكتري .استفاده شد ،حجتي تهيه و تخليص شده بود

Top10 از انسيتو پاستور تهران تهيه شد نيز .  
  

  VEGF111bطراحي قطعه نوتركيب 
هاي از دادهبا استفاده  VEGF111bطراحي قطعه 

با  .شد انجام  Oligo 7افزار و نرم NCBIموجود در ژن بانك 
صورت طبيعي در سلول وجود توجه به اينكه قطعه مورد نظر به

- 1هاي توالي اگزون: صورت زير انجام شدطراحي قطعه به ،ندارد
زائي ايجاد كه خاصيت ضد رگ 8bبه توالي اگزون VEGF ژن  4

از توالي  7و  6، 5 هايترتيب اگزونبدين ؛متصل شد ،كندمي
. داده شد قرار 8bاگزون  8 جاي اگزوناصلي حذف شد و به

در انتهاي  TGAو كدون پايان  1در اگزون  ATGكدون آغاز 
 آنزيمبرش  جايگاه قبل از كدون آغاز و طراحي شد 8اگزون 
 KpnI بعد از كدون پايان جايگاه برش آنزيم و BglIIگر محدود

هاي آنزيمي توالي پس از برش توسط يطول نها .شد قرار داده
توالي توسط  .در نظر گرفته شدجفت باز  429 محدودگر برابر

  ).1 شماره شكل(نماينده كمپاني فرمنتاز در ايران سنتز شد 
  

  
ها هاي برش آنزيم محدودگر با رنگ صورتي و اگزونهاي آغاز و پايان با رنگ قرمز، جايگاهكدون. VEGF111bتوالي نوتركيب  -1شماره  شكل

  .نداشده مشخصبا رنگ زرد و آبي 
  

  pBud.VEGF111b تهيه وكتور نوتركيب
هاي به داخل سلول 111bقطعه نوتركيب  رموبراي ترانسف

 6/4استفاده شد كه داراي طول  pBudCE4.1وكتور  باكتري از
نيز  و ،طرف ودر د EF-1و  CMNكيلوباز و حاوي دو پروموتور 

وكتور . )2 شماره شكل( ژن مقاومت به زئوسين است حاوي
طبق   KpnI (Thermo)و  BglIIاي محدودگر هآنزيمتوسط 
 .)3 شماره شكل( العمل شركت سازنده برش داده شددستور

بعد از كلونينگ  111bجايگاه برش طوري انتخاب شد كه توالي 

برش يافته  وكتورسپس،  .قرار گيرد EF-1 تحت القاء پروموتور
 نزيمآ تحت القاءگراد سانتيدرجه  37دقيقه و در دماي  30مدت به
ر د .قرار گرفت (FastAP EF0654, Thermo) لكالين فسفاتازآ

از ژل  DNAكيت استخراج  مرحله بعد وكتور با استفاده از
طبق دستورالعمل شركت  (Thermo, K0513) ساخت فرمنتاز

قبل از  .)3 شماره شكل( سازنده از ژل جداسازي و تخليص شد
-Bio) توفوتومتربا استفاده از اسپك 111bوكتور و قطعه الحاق 

photometer Plus, Germany) توالي   تعيين غلظت شدند و
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  حجتي و صادقي
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VEGF111b آنزيم  با استفاده ازT4 DNA ligase (Thermo, 

EL0014) الحاق شد به داخل وكتورالعمل شركت رطبق دستو.  

  
و جايگاه الحاق قطعه   pBudCE4.1ساختار وكتور -2 شماره شكل

VEGF111b .قطعه  جايگاه و جهت الحاقVEGF111b  در پائين
  .قرمز مشخص شده استرنگ با  EF-1دست پروموتور 

  

  
هاي نزيمآتوسط  pBudCE4.1هضم دوگانه وكتور  -3شماره شكل 

وكتور  2 ستونو  1kbماركر  1 ستون.  BglIIو  KpnIمحدودگر 
جايگاه  جفت باز در بين دو 5(جفت باز  4595برش يافته با طول 

  .)شوداز برش حذف ميها بعد برش آنزيم
  

    E. coli Top10وكتور نوتركيب به داخل  رماسيونوترانسف
 E. coli باكتري (Competent Cells)سلول مستعد 

Top10   و طبق صورت دستي بهمورد نياز براي ترانسفورماسيون
تيمار  به روشترانسفورماسيون . ]15[تهيه شد  پروتكل استاندارد

CaCl2 و از وكتور .]15[ تي انجام شدو شوك حرار روي يخ 
pBudCE4.1  111قطعه فاقدb عنوان كنترل مثبت و باكتريبه 

E. coli Top10 عنوان كنترل منفي بهرماسيون وبدون ترانسف
  .استفاده شد

  
   هاي نوتركيبجداسازي باكتري
سنجش ميزان  هاي نوتركيب وجداسازي باكتري جهت
رم وهاي ترانسفتر از سلولميكرولي 200 ،رماسيونوموفقيت ترانسف

-غلظت حاوي LBA محيط جامدشرايط استريل روي دو شده در 

-محيط( زئوسين بيوتيكآنتي ليترميكروليتر بر ميلي 3/0و  5/0 هاي

ساعت بعد  12 كشت داده شد ودرجه  37 در دماي) Bو  Aهاي 
  .بررسي شد در هر دو محيط هاي رشد يافتهكشت تعداد كلوني از

  
  pBud.VEGF111b رم و تكثير شدن وكتور نوتركيبورانسفتائيد ت

براي تائيد واكنش الحاق، ترانسفورماسيون و تكثير وكتور 
ي محيط شد يافته رور E. coli Top10 هاينوتركيب، كلوني

LBA  در محيط  وشده حاوي زئوسين انتخابLB  حاوي
كيت  با استفاده ازوكتور  سپس،. زئوسين رشد داده شدند

 ,GeneJET Plasmid Miniprep Kit)ي پلازميد جداساز

Thermo)  طبق دستورالعمل شركت سازنده جداسازي شد و با
يابي وجود و توالي KpnIو  BglIIمحدودگر  هايهضم آنزيم

  .)4 شماره شكل( وكتور نوتركيب تائيد شد
  

  نتايج
نظر وكتور  در جايگاه مورد VEGF111bكلونينگ قطعه 

pBudCE4.1    
هاي ضم آنزيمي وكتور استخراج شده از باكتريه بررسي

و  BglIIبا دو آنزيم محدودگر  بيوتيك زئوسينآنتيمقاوم به 
KpnI باز استجفت 4590و  429هاي گر دو باند با طولنشان. 
جفت بازي مربوط  429وجود توالي رفت، مي انتظارطور كه همان

به وكتور جفت بازي مربوط  4590و توالي  VEGF111bبه قطعه 
   .)4 شماره شكل(است  pBudCE4.1بريده شده 

  
نتايج ژل الكتروفورز تائيد وكتور نوتركيب استخراج  -4شماره شكل 

-ستونكيلوبازي،  1ماركر : 1ن ستو. E. coli Top10 شده از باكتري

به  جفت باز 4590وكتور نوتركيب برش يافته با طول :  3و  2 هاي
  جفت باز 429با طول  111b (insert)همراه قطعه 

  
 E. coli رماسيون و بيان ژن مقاومت به زئوسين دروميزان ترانسف

Top10  
رماسيون و شرايط بهينه انتخاب وبراي بررسي ميزان ترانسف

 در محيط pBud.VEGF111bنوتركيب حاوي  هايكلوني
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LBA صورت زير كشت داده حاوي مقادير متفاوت زئوسين به
 42ليتر زئوسين، تعداد يكروليتر بر ميليم 3/0حاوي  A:محيط : شد

صورت كلوني به 21كه از  كلوني در كشت اين محيط مشاهده شد
ز بررسي وتصادفي پلازميد استخراج شد و بعد از هضم روي آگار

) درصد 9/61(كلوني  13كلوني  21از  .)4 شماره شكل( شد
فاقد اين قطعه ) درصد 1/38(كلوني  7داراي قطعه نوتركيب و 

ليتر ميكروليتر بر ميلي 5/0حاوي  B:محيط . ندبود) مثبت كاذب(
 9كلوني در كشت اين محيط مشاهده شد، از هر  9زئوسين، تعداد 

ز بررسي وكلوني پلازميد استخراج شد و بعد از هضم روي آگار

 9در تمامي  VEGF111b، قطعه نوتركيب )4 شماره شكل(شد 
  .   كلوني مشاهده شد

  
  والينتايج تعيين ت

استخراج شده از  VEGF111bنتايج تعيين توالي قطعه 
توالي اين ي درصد 100مطابقت  دهنده هاي نوتركيب نشانباكتري

موجود در  VEGFAژن  8bو اگزون  4 تا 1قطعه با توالي اگزون 
 شماره شكل(است  DQ229900با كد  NCBIپايگاه اطلاعاتي 

5.(  
  

.  
 E. coli Top 10 هاي نوتركيببعد از جداسازي از كلوني 111bقطعه نتيجه تعيين توالي  -5شماره شكل 

  
  بحث

 و متاستاز دادن زائي در رشداهميت فرايند رگ هبا توجه ب
-توليد و به هاي اخيردر سال ،به نواحي جديد مورهاي سرطانيوت

عنوان كانديداهاي مهم درمان ي بهيزاهاي رگكارگيري مهاركننده
در اين روش با جلوگيري از  .]16،17[عه است مطال در حالسرطان 
هاي خوني مورد نياز براي رشد و گسترش يابي تومور به رگدست

 .]18[ماند متاستازي باقي مي تومور، تومور در حالت اوليه و غير
VEGFيكي از اهداف اين  ،زائيترين عوامل رگعنوان مهمبه ها

هاي خانواده VEGFتوليد  ،در همين راستا ؛نوع درمان هستند
xxxb انائي اتصال و مهار كردن گيرندهبا توVEGF در نتيجه  و

عنوان گروهي از داروهاي مهار كننده زائي بهمهار كردن فرايند رگ
در اين مطالعه ما به بررسي  . ]19[ مورد توجه محققين استتومور 

-و هم pBudCE4.1 در وكتور VEGF111bامكان كلونينگ 

 .Eي اين وكتور با سيستم تكثير و سيستم بيانيچنين ميزان سازگار

coli Top10 قطعه  ،براي اين منظور. پرداختيمVEGF111b  بعد
تحت كنترل  KpnIو  BglIIهاي از طراحي و برش با آنزيم

اين وكتور  .قرار گرفتpBudCE4.1 در وكتور  EF-1 پروموتور
بيان  برايآنزيمي جايگاه برش  8و با داشتن دو جايگاه كلونينگ 

 بيوتيك زئوسينآنتيچنين ژن مقاومت به ها و همزمان ژنهم
چندين در  .يوكاريوتي است هايكانديد مناسبي براي بيان ژن

اين  يوكاريوتي در نقاط متفاوت مختلف هايكلونينگ ژن مطالعه
با كلون و همكاران   Kazemi.]20-22[ شده است گزارش وكتور

در و ترانسفورماسيون  pTZ57R/Tدر وكتور  VEGF كردن ژن
، با تخليص موفق وكتور نوتركيب حاوي E. coli Top10 باكتري

اين سويه را براي توليد  و pTZ57R/T ، وكتورVEGFژن 
VEGF 23[ اندهمناسب گزارش كرد[ .Leopold نيز  و همكاران

رم وو ترانسف pET28aدر وكتور  VEGFبا كلون كردن گيرنده 
را گزارش  تئين نوتركيبواين پر الايب بيان،  E. coliباكتري
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راستا با اي همو همكاران در مطالعه Behdani. ]24[ند اهكرد
كلون   pET-26bرا در وكتور VEGF121 ايزوفرم مطالعه حاضر

 E. coli BL-21و موفق به بيان و تخليص آن در باكتري  هكرد
 ما به ،در اين مطالعه بعد از تاييد صحت كلونينگ .]25[ شدند

با   LBAبررسي ميزان ترانسفورماسيون روي محيط انتخابي
بيوتيك زئوسين ليتر آنتيميكروليتر بر ميلي 5/0و  3/0هاي غلظت

بيان كننده  Psv40هاي ما پروموتور ويروس طبق يافته .پرداختيم
سازگاري بسيار خوبي  Top10ت با سيستم بياني باكتري مژن مقاو

هاي نوتركيب رشد در اسازي باكتريدارد و بهترين حالت براي جد
 5/0حاوي  LBAساعت در محيط  12مدت درجه به 37دماي 

 .E در باكتري. بيوتيك زئوسين استليتر آنتييليميكروليتر بر م

coli  بيوتيك بستگي مستقيم به آنتينوتركيب بيان ژن مقاومت به
آنتيكاهش ميزان  بيوتيك موجود در محيط دارد وآنتيميزان 

هاي غير نوتركيب تواند باعث رشد باكترييوتيك محيط كشت ميب
صورت ايجاد جهش در  رد .]26[و ايجاد حالت مثبت كاذب شود 

بيان ناقص اين ژن باعث  ،موتور يا توالي ساختاري ژن زئوسينپرو
بيوتيك  آنتيها روي محيط داراي غلظت استاندارد عدم رشد كلوني

  . ]27[شود مي

  گيرينتيجه
نتايج  يدرصد 100تطابق هاي اين مطالعه ر اساس يافتهب

و اگزون  4 تا 1نوتركيب با توالي اگزون  111bتعيين توالي قطعه 
8b  ژنVEGFA  موجود در پايگاه اطلاعاتيNCBI گر نشان

تور با سازگاري كامل اين وك چنينو همالحاق  بهينه بودن شرايط
است و در تحقيقات  E. coli Top10 باكتريسيستم تكثير و بيان 

وكتور  TOP10 هاي نوتركيب در سويهبعدي روي توليد پروتئين
pBudCE4.1 هم .ي بالا مورد استفاده قرار گيرديبا كارا تواندمي-

شاتل ( pBudCE4.1علت خاصيت دوگانگي وكتور به ،چنين
توان براي توليد داروي نوتركيب تي ميآدر مطالعات ) وكتور

VEGF111b هاي يوكاريوتي از همين سازه استفاده در سلول
  . دنمو

  
  تشكر و قدرداني

دانشكده علوم دانشگاه  بخش تحصيلات تكميلياز 
خاطر فراهم كردن تجهيزات مورد نياز براي انجام اين اصفهان به

  .شودمطالعه صميمانه تشكر مي
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