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  از استفاده با( G-CSF) گرانولوسیتی محرک فاکتور نوترکیب پروتئین سازی مشخصه

 خاموشی ضریب محاسبه

 

 *باقریه فریبا

 

 ایران گرگان، گلستان، پزشکی علوم دانشگاه نوین، های فناوری دانشکده زشکیپ بیوتکنولوژی ارشد کارشناس*

 

 چکیده

 

 با و است فرد به منحصر پروتئین هر برای که است عددی ،(Extinction Coefficient) خاموشی ضریب زمینه و هدف:

 های پروتئین تولیدکننده خانجاتکار یا ها آزمایشگاه در شده تولید نوترکیب پروتئین خلوص و نوع توان می آن محاسبه

 محرک فاکتور نوترکیب پروتئین خاموشی ضریب محاسبه برای ساده روشی مطالعه این در. نمود ارزیابی را نوترکیب

 .گردد می ارائه( G-CSF) گرانولوسیتی

در ژل پلی آکریل از آریا تینا ژن تهیه شد. ابتدا روش الکتروفورز  mg/ml 5/0با غلظت  (G-CSF)پروتئین روش بررسی:

از پروتئین  الی  های سریالی  آمید سدیم دودسیل سولفات برای بررسی میزان خلوص پروتئین به کار رفت، سپس رقت

 مرئی میزان جذب نوری آن ها اندازه گیری شد. -تهیه شد و با استفاده از طیف سنجی فرابنفش

 -کیلو دالتون به دست آمد. نتایج حاصل از طیف سنجی فرابنفش 89ه صورت تک باندی حدود نتیجه الکتروفورز ب یافته ها:

مرئی هر یک از رقت های سریالی به صورت اسپکتروگرام هایی مجزا رسم شد و از آن ها برای رسم منحنی خطی رگرسیون 

 ده شد.استفا (G-CSF)غلظت های استاندارد پروتئین نوترکیب فاکتور محرک گرانولوسیتی 

را برای پروتئین نوترکیب فاکتور  cm 1-M 98/0-1نتایج بدست آمده در این مطالعه ضریب خاموشی معادل با  نتیجه گیری:

المللی این  دهد که مطابق عدد جهانی گزارش شده توسط تولیدکنندگان بین نشان می (G-CSF)محرک گرانولوسیتی 

 ای محاسبه این پارامتر فیزیکوشیمیایی است.پروتئین و حاکی از درستی روش به کار رفته بر

، (G-CSF)مرئی، پروتئین نوترکیب فاکتور محرک گرانولوسیتی -سنجی فرابنفش ضریب خاموشی، طیف کلمات کلیدی:

 (SDS-PAGE) آمید سدیم دودسیل سولفات آکریل الکتروفورز در ژل پلی

 باقریه فریبانویسنده مسئول: 

 ه علوم پزشکی گلستانگرگان؛ دانشگا ایران،آدرس: 

    fariba.b.001@gmail.comایمیل:
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 مقدمه

های نوترکیب در تحقیقات علوم  امروزه استفاده از پروتئین

پایه و علوم پزشکی امری معمول است. زمانی دانش تولید 

پروتئین نوترکیب مختص به تعداد معدودی از دانشمندان 

یی که باعث ها بود اما در حال حاضر با توجه به پیشرفت

های نوترکیب شده است، هم  تسهیل در روند تولید پروتئین

ها را با آسانی در مراکز تحقیقاتی  توان این پروتئین می

های تجاری فراوانی تهیه  توان از شرکت تولید کرد، هم می

شود پروتئین نوترکیب تولید  (. اما آنچه باعث می8نمود)

لات موجود در شده توسط یک شرکت تجاری از سایر محصو

تر گردد، انجام مراحل خالص  بازار جهانی و داخلی معروف

و سپس مشخصه سازی  (Purification)سازی 

(Characterization) های یک پروتئین نوترکیب،  ویژگی

های  شامل تعیین خصوصیات فیزیکوشیمیایی و ارزیابی

زیستی است که برای کارخانجات تولید پروتئین نوترکیب و 

 (.8-2های دارویی پروتئینی بسیار حائز اهمیت است) فرآرده

های بسیاری برای اثبات ماهیت پروتئین تولید شده و  روش

توان  ها می های آن وجود دارد که از بین آن تعیین ویژگی

براساس اندازه و شکل و بار  ها به انواع کروماتوگرافی

یم آمید سد آکریل ، الکتروفورز در ژل پلیالکتریکی پروتئین

برداری  (، نقشه3) (SDS-PAGE) دسیل سولفات دو

 ، آزمایش برادفورد(Peptide mapping)پپتیدی 

(Bradford protein assay) (4آزمایش لوری ،) 

(Lowry protein assay) (5 تعیین توالی ،)N- ترمینال

(N-terminal sequencing) وسترن بلاتینگ ،

(Western blotting) (6انواع طیف ،) ها و غیره  سنجی

ها محاسبه ضریب  (. از میان این روش2-8اشاره نمود)

سنجی  ( با طیف(Extinction Coefficientخاموشی 

راهی آسان، (UV-VIS Spectroscopy) مرئی-فرابنفش

و  کم هزینه، سریع و مطمئن برای مشخص کردن خلوص

  .(8و  7-9)روتئین استپنوع 

یا اپیسلون  (Extinction Coefficientضریب خاموشی )

( ) با محاسبه میزان جذب نوری(Absorbance)  در

لامبرت -نانومتر و با استفاده از قانون بیر 290طول موج 

(Beer-Lambert Law)  ،A=Cl  به دست می آید ،

 l، (M-1 cm-1)، ضریب جذب مولی با واحد که در آن 

 Mغلظت پروتئین با واحد  Cو  cmطول مسیر با واحد 

 (.9-80است)

-G)گرانولوسیتی  محرک فاکتور انسانی نوترکیب پروتئین

CSF)یک عامل مهم تنظیم کننده گرانولوسیت ها در ،in 

vivo   است که برای تحریک تکثیر، تمایز و بقاء دودمان

انسانیِ طبیعی،  G-CSFگرانولوسیت ها ضروری است. 

است که  q87 28-22محصول یک لوکوس روی کروموزوم 

عدد از  30آمینواسید است که  204نی شامل گلایکوپروتئی

این آمینواسیدها توالی نشانه هستند که در شکل ترشحی 

(. برای جلوگیری از عفونت در 88)اند  پروتئین حذف شده

 درمانی بیماران سرطانی که دچار نوتروپنیای ناشی از شیمی

گردد. همچنین برای درمان  تجویز می G-CSFشوند،  می

به نوتروپنیای شدید مادرزادی، لوکمی حاد، بیماران مبتلا 

پلاستیک، جهت  آنمی آپلاستیک، سندرم آنمی مایلودی

پیشگیری از عفونت در مبتلایان به ایدز، بعد از پیوند مغز 

های بنیادی پیوند زده شده  استخوان و برای حرکت سلول

به گردش خون در بیمارن سرطانی و اهدا کنندگان سالم به 

، Filgrastimنوترکیب یا  G-CSF(. 88) رود کار می

آمینو اسید است  874کیلو دالتون وزن و  7/89پروتئینی با 

که فاقد گلایکوزیلاسیون است و نیمه عمر نسبتاً کوتاهی 

 (.87-82)ساعت( دارد  9/3تا  5/3حدود )



گزارش کوتاه                                                                                 49 : پاییز و زمستان2ماره مجله حکیم سید اسماعیل جرجانی: سال سوم: ش    

88 

 

در این مطالعه روشی ساده برای محاسبه ضریب 

-G)نولوسیتی خاموشی پروتئین نوترکیب فاکتور محرک گرا

CSF) گردد. ارائه می 

 روش بررسی

های نوین دانشگاه  این مطالعه تجربی در دانشکده فناوری

علوم پزشکی گلستان انجام شد. پروتئین نوترکیب فاکتور 

به  mg/ml  5/0با غلظت (G-CSF)محرک گرانولوسیتی 

های  صورت محلول از آریا تینا ژن )کارخانه تولید پروتئین

 یداری شد. نوترکیب( خر

با  G-CSFتعیین وزن مولکولی پروتئین نوترکیب 

 آمید سدیم دو آکریل الکتروفورز در ژل پلیروش 

 (SDS-PAGE) دسیل سولفات

با روش لاملی برای حصول  (G-CSF) محلول پروتئینی

اطمینان از وزن مولکولی و خالص بودن آن، الکتروفورز 

و ژل  5% (Stacking Gel). ژل ردیف کننده (3)شد

از  ساخته شد. 82% (Resolving Gel)تفکیک کننده 

)با شماره کاتالوگ:  Vivantisنشانگر وزن مولکولی شرکت 

PR0602 با دامنه )kDa 875- 5/80  استفاده شد. ژل با

بر تیمار  آمیزی گردید و با محلول رنگ آبی کوماسی رنگ

 شد.

 های سریالی استاندارد سازی رقت آماده

  ،  ،   ترتیب به سریالی های رقت ین،پروتئ محلول از

لوله فالکن  6 به ابتدا که صورت این به شد ساخته  الی 

ml 85میزان ، ml 4 این بافر، بافر . شد اضافه بافر(

فرمولاسیون پروتئین بود که از آریا تینا ژن تهیه شد و 

 سپس بود.( 90ول، سدیم استات و تویین متشکل از سوربیت

 کل حجم. شد اضافه محلول پروتئین از ml 4 ،فالکن  به

و  دادن آرام تکان بار چند از پس. رسید ml 9فالکن به 

 طور به پروتئین و بافر شدن مخلوط از اطمینان حصول

 یعنی شد اضافه فالکن  به آن از ml 4 مقدار یکنواخت،

 ml 4 مقدار که مجدداً رسید ml 9حجم به  فالکن بار این

 یعنی آخر فالکن تا روند این و شد منتقل فالکن  به آن از

 و بافر مخلوط ml 4 مقدار فالکن این از و یافت ادامه 

 .شد ریخته دور پروتئین

 مرئی-سنجی فرابنفش طیف 

-T90 UV)سنج دو پرتویی  از دستگاه طیف با استفاده

VIS Spectrometer, PG instruments)  و در

نانومتر( میزان  390الی  200محدوده طول موج فرابنفش )

های سریالی آماده شده، به  جذب نوری هر یک از رقت

ترتیب از رقیق به غلیظ خوانده شد و پس از آن اطلاعات هر 

با قرار دادن  ا رسم شد.رقت به صورت اسپکتروگرامی مجز

 290ها در طول موج  بالاترین شدت جذب هر یک از رقت

ها  نانومتر به صورت متناظر در مقابل غلظت هر یک از آن

هذ روی نمودار استاندارد، منحنی رگرسیون نقاط حاصله ب

 دست آمد. 

 یافته ها

محلول پروتئینی،  SDS-PAGEالکتروفورگرام حاصل از 

کیلودالتون است  89با وزن مولکولی تقریبا  نمایانگر تک باند

و عدم رویت باند اضافی یا اسمیر نشان از موفقیت در مرحله 

 (. 8سازی پروتئین نوترکیب تولیدی است )شکل خالص

 با G-CSF نوترکیب پروتئین مولکولی وزن تعیین: 8شکل

 دسیل دو سدیم آمید آکریل پلی ژل در الکتروفورز روش

 مولکولی وزن نشانگر: A) .(SDS-PAGE) سولفات
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 و B ؛PR0602 کاتالوگ شماره به Vivantis شرکت

C :پروتئین باندهایG-CSF درصد 82 ژل روی) 

 

-سنجی فرابنفش های حاصل از طیف همچنین اسپکتروگرام

 290های پروتئینی، حداکثر جذب نوری در طول موج  مرئی رقت

 ری موجود )اسیدهای کروموفو نانومتر دارد که بدلیل حضور گروه

 (89)های آمینه حلقوی مانند سیستئین، تریپتوفان و تیروزین( 

 (. 2در ساختار پروتئین است )شکل

 الی 8/2 های رقت برای استاندارد های اسپکتروگرام: 2شکل

 250 موج طول در G-CSF نوترکیب پروتئین محلول از 8/64

 نانومتر 320 الی

ها در  اصله از رقتهای نوری ح گرایی منظم شدت جذب هم

نانومتر دلیل دیگری بر موفقیت در بیان اختصاصی  290طول 

پروتئین نوترکیب تولیدی و نیز خلوص بالای آن است. همین امر 

باعث شد تا منحنی رگرسیون حاصله از در کنار هم قرارگیری 

ها به طور متناظر با  تک اسپکتروگرام حداکثر جذب نوری تک

ملاً خطی را موجب شود. خطی بودن ها ماهیتی کا غلظت آن

های  منحنی رگرسیون حاصله خود دلیلی بر دقت در تهیه رقت

 (. 3)شکل دست آمده استه های ب سریالی و ترسیم اسپکتروگرام

-G نوترکیب پروتئین خطی رگرسیون استاندارد منحنی: 3شکل

CSF معادل آن خط شیب که M-1 cm-1 8177/0 است. 

حنی رگرسیون حاصله ضریب خاموشی با محاسبه شیب خط من

محاسبه شد که با  M-1 cm-1 98/0محلول پروتئینی معادل 

عدد جهانی گزارش شده برای پروتئین نوترکیب تولید شده 

المللی این محصول نوترکیب تطابق  بوسیله تولیدکنندگان بین

 .(88-20) دارد
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 و نتیجه گیری بحث

 به که دارد ودوج پروتئین توصیف برای بسیاری های روش

 رنگ های روش و سنجی رنگ غیر های روش دسته دو

 می سنجی رنگ غیر های روش از. شوند می تقسیم سنجی

 که کرد اشاره ها پروتئین نیتروژن مقدار تعیین روش به توان

 که شد توصیف Johan Kjeldhl توسط 8990 سال در

 ارزیابی را موجود های نیتروژن تمام که است پیچیده روندی

 برای و دارد کاربرد غذایی صنایع در بیشتر و کند می

 نیست مناسبی روش بالینی های آزمایشگاه و تحقیقات

(28.) 

 تعیین پروتئین، غلظت کردن مشخص برای دیگر روش

 وجود مستلزم هم روش این که است آن آمینواسیدی توالی

 که رسد نمی نظر به منطقی و است ای پیچیده های دستگاه

 نکته و شود استفاده آن از تحقیقاتی روزمره ایکاره جهت

 و Gill .باشد خالص باید پروتئین روش این در که این آخر

 محتوای تعیین روش از نیز همکاران و Pace و همکاران

 روش(. 8-9) کردند می استفاده پروتئین یک اسیدی آمینو

 و پروتئین خشک ماده محتوای تعیین قبیل از دیگری های

 ها سلول رشد محیط در رادیواکتیو مینواسیدهایآ حضور یا

 نیز رادیواکتیو ماده دارای های پروتئین مقدار تعیین سپس و

 نیاز دلیل به که روند می کار به پروتئین مقدار تعیین برای

 معمول کار، روش پیچیدگی و پیشرفته تجهیزات به

 (28)نیستند

 مقدار تعیین در غالب های روش سنجی رنگ های روش

 هزینه کم و ساده آسان، هایی روش زیرا هستند ها روتئینپ

: کرد اشاده زیر های روش به توان می ها آن میان از .هستند

 جذب میزان پایه بر که مرئی-فرابنفش سنجی طیف روش

 توسط بیورت روش. است نانومتر 290 موج طول در پروتئین

Gornall شرایط در که ،8848 سال در همکارانش و 

 و شود می متصل پپتیدی پیوند نیتروژن به مس یون قلیایی

 می جذب نانومتر 550 موج طول در را نور مجموعه این

 اضافه پروتئین به کوماسی آبی رنگ برادفورد روش در. کند

 خوانده نانومتر 585 موج طول در آن جذب میزان و شود می

 این روش این ایراد تنها اما است آسان روشی که شود می

 نمونه از را کوماسی آبی رنگ توان می سختی به که است

 رنگ های روش دیگر از نیز BCA روش و لوری روش. زدود

 (28-22 و 5-4) هستند سنجی

 290 موج طول در مرئی-فرابنفش سنجی طیف روش

 روشی است شده استفاده آن از مطالعه این در که نانومتر

 برای دسترس قابل و دقیق هزینه، کم ساده، آسان، بسیار

 استاندارد نمونه با توان می را روش این. است پژوهشگران

 ضریب محاسبه با. داد انجام آن حضور بدون یا پروتئین

 جهانی اعداد با آن مقایسه و نظر مورد پروتئین خاموشی

 همچنین. داد تشخیص را پروتئین نوع توان می شده گزارش

 (Beer-Lambert Law) لامبرت-بیر قانون از استفاده با

 معادله، این در آمده دسته ب خاموشی ضریب جایگذاری و

 کرد تعیین دقیق طور به توان می نیز را پروتئین غلظت

(23 ,28) 

 با معادل خاموشی ضریب مطالعه این در آمده دسته ب نتایج

M-1 cm-1 81/0 فاکتور نوترکیب پروتئین برای را 

 مطابق که دهد می نشان( G-CSF) گرانولوسیتی محرک

 المللی بین تولیدکنندگان توسط شده گزارش جهانی عدد

 برای رفته کار به روش درستی از حاکی و پروتئین این

 .است فیزیکوشیمیایی پارامتر این محاسبه

 تقدیر و تشکر

این مطالعه برگرفته از پایان نامه مقطع کارشناسی ارشد 

های نوین دانشگاه علوم پزشکی گلستان با  دانشکده فناوری

است. بدین  888887807د طرح تحقیقاتی به شماره ک

وسیله از زحمات مسئولین دانشکده و دانشگاه و کارشناسان 

 گردد.  آزمایشگاه تشکر و قدردانی می
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Abstract 

Background & Objective: Extinction coefficient is the unique value to each protein and can 

evaluate the type and purity of recombinant protein produced in laboratories and factories 

producing recombinant proteins. In this study, a simple method for calculating the extinction 

coefficient of recombinant protein Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) is 

presented. 

Method: G-CSF with concentration of 0.5 mg/ml was prepared from Arya Tina Gene. Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method was used to check the 

purity of the protein, then serial dilutions of 1.2 to 1.64 of the protein were prepared and using 

UV-VIS spectroscopy the optical density was measured. 

Results: Electrophoresis result as a single band of 18 kDa was observed. The results of UV-VIS 

spectroscopy of serial dilution were plotted as a distinct spectrograms and these were used to plot 

linear regression curve of the standard concentration of G-CSF. 

Conclusion: The results of this study shows the extinction coefficient equal to 0.81 M-1 cm-1 for 

recombinant G-CSF that was accordant with the number reports by international producers of G-

CSF and suggests the correct method is used to calculate the physicochemical parameter. 

Key words: Extinction coefficient (), UV-VIS Spectroscopy, Recombinant Granulocyte-

Colony stimulating Factor (G-CSF), sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) 
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