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  چکیده
 در خـون  قند افزایش آن مشخصه و ستهاپروتئین و کربوهیدرات، چربی متابولیسم در مزمن اختلال نوعی دیابت سابقه و هدف:

کـاربرد   .باشـد بیمـاري مـی   این مدت طولانی عوارض جمله عصبی از فعالیت کاهش و کلیوي عروقی، - قلبی نارسایی.بیمار است
داروهاي گیاهی براي درمان دیابت، روز به روز بیشتر میشود و این مسئله سبب شـده شـناخت داروي گیـاهی کارآمـد اهمیـت      

بودن نسبت به داروهاي شیمیایی مورد توجه دلیل عوارض کمتر، قیمت مناسب و دردسترس داروهاي گیاهی به .بیشتري یپیدا کند
یک گیاه دارویی متعلق بـه خـانواده    Momordica charantiaیکی از گیاهان موثر، خربزه تلخ یا کارلا با نام علمی .اندگرفته قرار

انسـولین در درمـان    -Pیـا   Pاست که به دلیل دارا بودن ترکیباتی از جمله پلی پپتیدي به نام پلی پپتید  )Cucurbitacea(کدوئیان 
 پپتیـد  پلـی  گرم میلی 1 از کمتر(اسید آمینه است و مقدار آن در گیاه بسیار کم  172انسولین متشکل از  –P .باشددیابت موثر می

 و سـریع  حلی راه میکروارگانیسم، در آن بالاي بیان و انسولین -p ژن سازي همسانه .است) خشک بذر گرم 100 هر در خالص
 خـالص  بـه  نیـاز  هـدف  پروتئین تولید از پس که دارد را مزیت این پروبیوتیک مخمر از استفاده.است مشکل این حل براي مفید

 مصـرف  جهـت  آن سـازي خـالص  مسـتلزم  بیـانی  يهـا میزبـان  سـایر  در نوترکیب پروتئین تولید صورتیکه در نیست آن سازي
 یــ ـپروبیوتیک مخمـر  زبانــــــمی در توالی لحاظ از سازيبهینه از پس انسولین -p ژن توالی تحقیق این در منظوربدین.باشدمی

Saccharomyces boulardii شد بیان.  
  

 بهینه طریق دو به S.boulardii پروبیوتیک مخمر در بیان جهت انسولین -p ژن توالی سازي بهینه تحقیق این در :هاروش و مواد
 پروموتر تحت pESC بیانی وکتور در شده سازي بهینه ژن توالی.گردید انجام mRNA ثانویه ساختار سازي بهینه و کدونی سازي
 بـا  ادامـه  در و DNA اسـتخراج  نوترکیـب  مخمـر  از.یافـت  انتقـال  S.boulardii مستعد سلول به و سازي همسانه Gal10 القایی

 –P پـروتئین  تولیـد  و القـاء  گـالاکتوز  توسط نوترکیب مخمر.گرفت انجام PCR واکنش  انسولین -p ژن یاختصاص يآغازگرها
  .گردید تائید جرمی سنجی طیف و SDS-PAGE طریق از نوترکیب مخمر سیتوپلاسم در انسولین

  

 نوترکیب بیانی وکتور از را بازي جفت 350 قطعه انسولین -p ژن یاختصاص يآغازگرها با مراز یپل يا رهیزنج واکنش :هاافتهی
 و زبانــــ ـمی S.boulardii بـراي  SDS-PAGE الکتروفـورز  الگـوي .بـود  مـذکور  ژن موفق يساز همسانه از نشان که کرد تکثیر

S.boulardii ناقل حاوي نوترکیب pESC/p-insulin پـروتئین  باند که داد نشان پروتئین الکتروفورز نتایج.گرفت قرار مقایسه مورد 
P– 18.5 مولکولی وزن با انسولین KD یـجرم سنجی طیف نتایج همچنین.گردید بیان نوترکیب مخمر در فقط افتراقی بصورت و   
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  .باشدمی انسولین –P پروتئین به مربوط افتراقی باند که کرد تایید
  

 انسولین –p پروتئین تولید براي موفق میزبان عنوانبه S.boulardii پروبیوتیک مخمر از بار اولین براي تحقیق این در :يریگجهینت
 سایر تولید براي مناسب میزبان عنوانبه توانمی S.boulardii پروبیوتیک مخمر از که داد نشان تحقیق این نتایج.گردید استفاده

  .کرد استفاده دارویی و غذایی صنایع در محصولات
  

  جرمی سنجیطیف ،Saccharomyces boulardii، SDS-PAGE ،انسولین –P پروتئین ،Momordica charantia :يدیکل هايواژه
  

  مقدمه
 دلیـل  به که است مزمن هاييربیما جمله از دیابت

 میزان افزایش موجب انسولین عملکرد کاهش یا کمبود
 شـود مـی  بـدن  متابولیسـمی  اخـتلالات  و خـون  قنـد 

 تغییـر  با که است آن گواه اپیدمیولوژي مشاهدات.)20(
 سـنتی  از زندگی روش و غذایی رژیم مصرف فرهنگ

 یافتـه  افـزایش  دیابـت  بیمـاري  شیوع میزان صنعتی به
 علاوه جایگزین هايدرمان و غذایی رژیم رعایت.است

 موجـب  مـوارد  از بسـیاري  در درمـان  هزینه کاهش بر
 مـوارد  بعضی در و دوم نوع دیابت بهبودي و پیشگیري

 اول نـوع  دیـابتی  بیمـاران  براي بخش رضایت بهبودي
 کـاهش  جهـت  متعـددي  داروهـاي  اکنون هم .شودمی

 عـدم  دلیـل  به ولی است شده ارایه بالا خون قند میزان
 موجـود،  داروهاي مصرف با بیماري این کامل بهبودي
 سـنتی  و جـایگزین  يهـا درمـان  از اسـتفاده  بـه  تمایل

 با دارویی گیاهان نقش ،میان این در.است یافته افزایش
 بیمـاران  درمـان  در خـون  قنـد  دهنـده  کاهش خواص
 بـراي  متنوعی گیاهان گرفت نادیده توان نمی را دیابتی
 در واقع در و گیرندمی قرار استفاده مورد دیابت درمان

 بـراي  ممکـن  راه تنهـا  اسـت  ممکـن  فقیر کشورهاي
 دچـــت هـر  باشـد  گیاهـان  از اسـتفاده  دیابـت  معالجـه 
 طـور به نیز غربی کشورهاي در دارویی گیاهان مصرف
 موثرترین از یکی.)23( است یافته عمومیت ايگسترده
ــان ــاه ،گیاه ــانواده از Momordica charantia گی  خ

Cucurbitaceae کـدوي  یا خیار و کارلا عمومی نام و 
 از گـروه  سه داشتن علت به کارلا .)18( باشد می تلخ

 میـــعل صورتهب ونـخ قند تنظیم بر موثر اتـترکیب
 از عبارتنـد  ترکیبـات  ایـن  .گیردمی قرار بررسی مورد

ــارانتین( چــارانتین ــی ،)ک ــدپل  و )انســولین -P )p پپتی
  .)11( است آلکالوئیدها

p- حدود ولکولیــــم وزن با پپتید پلی یک انسولین 
ــون 11000 ــکل و دالتـ ــید 172 از متشـ ــه اسـ  آمینـ

 رقم، هـــب بستگی و است یرـمتغ بسیار مقدارش.است
ــل ــت مح ــل و کش ــت فص ــی دارد برداش ــل در ول  ک

 -p ژن سـازي  همسـانه  که است کم گیاه در مقدارش
 حلـی  راه میکروارگانیسم، در آن بالاي بیان و انسولین

  .)17( است مشکل این حل براي مفید و سریع
 در نوترکیـب  پـروتئین  تولید براي مفید میزبان دو

 Escherichia coli بـاکتري  از عبارتنـد  بـالا  غلظـت 

BL21(DE3) درصــد 50 از بــیش هــــک مخمــر و 
 بـوترکیـــن پروتئین به را سلول داخل کلی ینـپروتئ
 پروتئین تولید زانـــمی .)8( دهند می اختصاص هدف

 داراي ولی است مخمر از رــبیشت E.coli در نوترکیب
 بعد راتـــتغیی اعمال عدم شامل مشکلات رخیـــب

 ايگونه به وترکیبــــن پروتئین تولید گاها ترجمه، از
 هـب نیاز و درست فضایی ارـــــساخت اقدــف که است

 پروتئین ولیدـــت ،دیگر طرف از.باشد می اسیونرناتور
 لـذا  است بر هزینه پستانداران يهاسلول در نوترکیب

 پـروتئین  تولیـد  بـراي  مناسـب  میزبان عنوان به مخمر
  ).6( است گرفته قرار توجه مورد نوترکیب

ــته ــانیزم از ايدســـ ــامیکرواورگـــ ــه هـــ  بـــ
ــانیزم ــايمیکرواورگــ ــک هــ ــروف پروبیوتیــ  معــ
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 گوارش، هــــب کمک رــب علاوه هاپروبیوتیک.هستند
 و هانـــــویتامی مانند ترکیباتی و پیچیده هايمولکول

 بدن براي که کنندمی تولید را مختلف هايبیوتیکآنتی
 هـا پروبیوتیـک  کـه  اندداده نشان شواهد .باشدمی مفید

 هـا، انسـان  و حیوانـات  گوارشـی  هايآنزیم بر تاثیر با
ــار ــل مه ــرطان عوام ــل در زاس ــدن داخ ــرایط و ب  ش

 دهـکننالقا ترکیبات و هالوسیون سرکوب آزمایشگاهی،
 نقش اهیــــآزمایشگ حیوانات در هاتومور و سرطان
  ).4( کنندمی ایفا سرطان با مقابله جهت در موثري

ــاترن آزمایشـــات ــر بلاتینـــگ سـ  DNA روي بـ
 میکروســاتلایت  مولکــولی نشــانگر  و میتوکنــدري

 یـک  Saccharomyces boulardii کـه  کـرد  مشخص
 یـک  بلکه نیست ساکارومایسس جنس از جدید گونه

ــه ــت( جدایــ ــه از )واریانــ  Saccharomyces گونــ
cerevisiae  خاصـیت  و زابیمـاري  غیـر  که باشد می 
 وتیکــــ ـپروبی مخمـر  این .)9 ،12( دارد پروبیوتیک

 را) FDA( دارو و غذا انـــسازم مجوز 2004 سال در
 اريـــــبسی ونـاکن هم و کرد کسب آمریکا کشور در
 بـه  را مخمـر  ایـن  دارو، کننـده  تولیـد  هـاي کمپانی از

 هـعرض بازار به و تولید دارویی مکمل عنوان به تنهایی
 عتـممان ریقــط از مخمر این عمل مکانیسم .دکننمی
 عمــل از ممانعــت روده، هــايپــاتوژن فعالیــت از

 هاوبولینـــایمونوگل تحریک و میکروبی هايتوکسین
 میزبان عنوانبه مخمر نوع این از استفاده بنابراین.است

 یــــبالای ارزش نوترکیب پروتئین تولید براي مناسب
 و فیتـاز  نوترکیب آنزیم تولید اخیرا.)5( داشت خواهد

 پروبیوتیک هايباکتری در ترتیب به آلرژي ضد پروتئین
Lactococcus lactis   وE.coli Nissle 1917 گزارش 

ــده ــت ش ــن در.)16 ،19( اس ــق ای ــوالی تحقی    ژن ت
p- در تـوالی  لحـاظ  از سـازي  بهینـه  از پس انسولین 

 مخمر .شد بیان S.boulardii پروبیوتیک مخمر میزبان
ــاء گــالاکتوز توســط نوترکیــب ــد و الق ــروتئین تولی    پ

p– طریـق  از نوترکیـب  مخمر سیتوپلاسم در انسولین 
SDS-PAGE گردید تائید جرمی سنجی طیف و.   

  
  هاروش و مواد

ــق ایــن در: مخمــر ســویه تهیــه -1 ــه از تحقی  جدای
Saccharomyces boulardi )ATCC74012 (ــه  تهیـ

 میزبان مخمر وانـــعن به تهران پاستور انستیتو از شده
  .گردید استفاده نوترکیب پروتئین تولید براي

 جهـت  انسـولین  -p ژن يهـا کدون سازيبهینه -2
 -p ژن تـوالی : مخمـر  يهـا میزبـان  در بیـان  و سنتز

 Codon adaptation index (CAI) لحـاظ  از انسـولین 
 همچنین .شد بهینه ساکارومایسیس مخمر در بیان براي

 میزبـان  سـلول  در انسولین -p ژن بیان افزایش جهت
 سـازي  بهینه مذکور ژن mRNA ثانویه ساختار ،مخمر

 در ثانویـه  سـاختار  حـذف  شامل شده بهینه موارد.شد
 موقعیت در A نوکلئوتید وجود ،mRNA شروع ناحیه

 یـک  ایجـاد  و Kozak توالی  در ترجمه شروع از -3
 از+ 14 موقعیـت  در پـایین  انـرژي  بـا  ثانویـه  ساختار
  .بود یوکاریوت سلول در بیان براي ترجمه شروع

 بـراي  شـده  بهینه انسولین -p ژن سازي همسانه -3
ــان ــور در بی ــه از پــس: مخمــر وکت    ژن ســازي بهین

p- براي انسولین CAI ثانویـه  ساختار و mRNA، ژن 
 در و زــــسنت GenScript شرکت طریق از نظر مورد

 القــایی پرومــوتر تحــت  pESC-URA بیــانی وکتــور
Gal10 بیـانی  نوترکیب سازه شکل.شد سازي همسانه 
 ترسـیم   SnapGene Viewer 3.3.4 افـزار  نرم توسط

  .)1 شکل( شد
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  pESC-URA/p-insulin نقشه وکتور بیانی -1شکل 
Figure 1. Map of the expression vector, pESC-URA/p-insulin  

 
URA3 -pESC- نوترکیـب وکتور بیـانی  انتقال  -ت

/p- insulin 7( به روش شوك حرارتـی  به مخمر( :
، بـه  انسـولین  -pسه میکروگـرم پلازمیـد حـاوي ژن    

میکـرو   300.داخل سلول مستعد مخمر اضافه گردیـد 
 +PEG 3000 40%+ LiAc 0/1 M(انتقال محلول  لیتر

TrisHCl pH 7.5 10mM+ EDTA 1mM (  به سـلول
دمـاي  دقیقـه در   30مدت ا بههویال .مستعد اضافه شد

هـا بـه مـدت    نمونه.شد گراد قرار دادهدرجه سانتی 30
اشـته  گـراد گذ درجه سـانتی  42دقیقه در بن ماري  15

در  پنج دقیقهشد تا شوك حرارتی صورت گیرد سپس 
گـراد قـرار   درجـه سـانتی   30دماي دقیقه در  30یخ و 

ــدار  .داده شــد ــدت، مق ــن م ــت ای ــس از گذش  200پ
 هاي حاوي محیطمیکرولیتر از محصول بر روي پتري

 /SD: 6.7g( فاقـد اوراسـیل    SD حداقل کشت جامد

1L YNB without uracil, 2% glucose(  پخــش
درجـه   30لی سه روز در دمـاي  مدت دو اگردید و به

هـاي مربوطـه ظـاهر    ینسانتی گراد قرار داده شد تا کل
  شود.

ــومی از مخمــر نوترکیــب:  DNAاســتخراج  -4 ژن
 هبــ ژنــومی از مخمــر نوترکیــب   DNAاســتخراج 

  شد. انجام )10( فمنهاروش
در  انسـولین -pحـاوي ژن   تائید وکتـور بیـانی   -5

ــان مخمــر نوترکیــب ــق  میزب جهــت : PCRاز طری
از ژن سنتز کننده اوراسیل  ،نوترکیب هايانتخاب مخمر

 SDدر محـیط کشـت حـداقل    موجود در وکتور بیانی 
همچنین پس از استخراج .استفاده گردیدفاقد اوراسیل 

ي اختصاصـی  هـا پلازمید حاوي ژن هدف، از آغـازگر 

براي تائیـد وجـود ژن    PCRاز طریق  انسولین -pژن 
در وکتور بیـانی و بـازدهی ترنسفورماسـیون اسـتفاده     

ترتیـب  بـه  انسولین -pي اختصاصی ژن هاآغازگر.شد
و  ATGGGCTGCGATGAAGCآغــازگر فــوروارد: 
بـه   ATCGGTGTCGACTATCGآغازگر ریـورس:  

واکنش . دطراحی و سنتز ش Oligo7.0افزار نرم کمک
PCR  نانوگرم  10میکرولیتر شامل  10در حجمDNA 

ــر   ــک مخم ــب، ژنومی ــازگر  پ 10نوترکی ــول آغ یکوم
میکرولیتـر از مسـتر مـیکس     5فوروارد و ریـورس و  

)2X ( امپلیکون در برنامهPCR  1مرحله اي شـامل سه 
 35 دقیقـه،   3درجه به مدت  95دماي دناتوره سیکل 
ثانیه، دماي  30مدت درجه به  94دماي دناتوره سیکل 

مدت درجه به 72دقیقه و دماي بسط  1ت مداتصال به
دقیقه  5دماي بسط نهایی به مدت سیکل  1ثانیه، و  30

انجام  )Biometra-Germany(در دستگاه ترموسایکلر 
  گردید.

 کشت مخمر نوترکیـب و القـا آن بـراي تولیـد     -6
 حـاوي یـک کلنـی از مخمـر    : انسـولین  -pپروتئین 

بـه همـراه یـک     pESC/p- insulinپلاسمید نوترکیب 
کلنی مخمر میزبان (فاقد پلاسمید نوترکیب به عنـوان  

 محیط مایع لیترمیلی 10در کنترل منفی) بطور جداگانه 
بـا سـرعت   گراد درجه سانتی 30 دمايدر  SD حداقل

میـزان  بعد از رشـد  .کشت داده شددور در دقیقه  300
 600 در طول موج اسپکتروفوتومتربا دستگاه کدورت 

نمونـه بـه    4/0معـادل   ODدر خوانده شـد و   نانومتر
ــا   ــه ب ــنج دقیق ــه  1000ســرعت مــدت پ دور در دقیق

بـا  رسوب مخمر و فاز رویی حذف  .سانتریوفیوژ شد
 کشـت  لیتر محـیط میلی 30شد و در  آب شستشو داده
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بـراي تولیـد    القـا کننـده  و  فاقد اوراسـیل   SGحداقل
 SG: 6.7g/ 1L YNB without( نوترکیـب  پـروتئین 

uracil, 2% galactose ( شدبه مدت سه روز کشت.  
حاوي وکتور بیـانی   استخراج پروتئین از مخمر -7

pESC/p- insulin : ــه در  مخمــررســوب رشــد یافت
میکرولیتر اسـتات لیتـیم دو مـولار     200با  SGمحیط 

 سـرعت مـدت پـنج دقیقـه بـا     ها بـه نمونه.حل گردید
پس ازحذف فاز  .سانتریفیوژ شددور در دقیقه  12000

میکرولیتـر آب اتـوکلاو    100 رسوب مخمـر رویی به 
و  اضافه شدمولار  NaOH 4/0میکرولیتر  300و شده 

 به مـدت  ، مخلوط حاصلمخمر پس از مخلوط کردن
ــا  ــه بـ ــه  12000ســـرعت  پـــنج دقیقـ دور در دقیقـ
پـنج   حـذف فـاز رویـی    پـس از  .سانتریوفیوژ گردیـد 

ــذاري ــافر بارگ ــر ب ــولار 60شــامل  میکرولیت ــی م   میل
Tris-HCl با pH 8/6 ، چهار درصدSDS  پنج درصـد ،
و چهار درصد برمو فنل بلو دو دهم درصد  گلیسرول،

حـل  پـس از  اضافه گردید و  به نمونهدي تیو تریتول 
قـرار  درجه سانتی گـراد   95دقیقه در  5ن به مدت شد

  .شدداده 
 تعیین غلظت پروتئین به روش سنجش برد فورد -8
 1بــا غلظــت  BSAمحلــول پــروتئین اســتاندارد : )3(

شش ویال شماره .میکروگرم در هر میکرولیتر تهیه شد
ترتیـب از محلـول پـروتئین    به 6الی  1گذاري شده از 

، 10، 5 استاندارد ذکر شده به هر کدام به اندازه صـفر، 
و با آب دوبار تقطیر به  میکرولیتر ریخته 25و  20، 15

پـنج میکرولیتـر از   .میکرولیتر رسـانده شـد   800حجم 
نیز به وسـیله آب دوبـار   استخراج شده نمونه پروتئین 

 200میکرولیتـر رسـانده شـد و    800تقطیر بـه حجـم   
گـرم   20شـامل   X5میکرولیتر محلول رنگ بردفـورد  

 اسید فسـفریک گرم  20گرم متانول،  10کوماسی بلو، 
 لیترمیلی 40حجم به  آب دوبار تقطیر که بادرصد  85

 اضافه گردید و ورتکس شد و هانمونهرسانده شد، به 
 wpa( رنــگ آبــی حاصــل بــه کمــک اســپکتروفتومتر

UK-biowave (و خـوانش   نـانومتر  595طول موج  در
  خط رگرسیون رسم گردید.

انسولین در مخمر حـاوي   -pتائید بیان پروتئین  -9
 الکتروفورز از طریق pESC/p-insulinوکتور بیانی 
SDS-PAGE  :    با توجه به انـدازه پـروتئین نوترکیـب

، مقطـر  آبلیتـر میلی 5/21( درصد اکریل آمید 12ژل 
 لیتـر میلـی  5/12، درصـد  40 آمیـد اکریل لیترمیلی 15

 SDS 10 لیتـر میلـی  pH 8/8 ،5/0 مـولار  5/1تـریس  
 لیتـر میلی 05/0، درصد APS 10 لیترمیلی 5/0، درصد

TEMED    رسـانده   لیتـر میلـی  50که به حجـم نهـایی
اکریـل   درصـد  4به عنوان ژل جداکننده و ژل ) شدند
ــد ــی 7/18( آمی ــرمیل ــر، لیت ــی 5/2 آب مقط ــرمیل  لیت
 مـولار  1 تریس لیترمیلی 3 /11، درصد 40 آمیداکریل

pH 8/6، 25/0 لیتـــرمیلـــی SDS 10 25/0، درصـــد 
 TEMED لیتـر میلی 025/0، درصد APS 10 لیترمیلی

عنوان به )رسانده شدند لیترمیلی 25که به حجم نهایی 
پـس از آمـاده شـدن ژل،    .ژل متراکم کننده تهیه گردید

گرم گلیسـین و   144گرم تریس،  15(بافر الکتروفورز 
حجم  به که با آب دوبار تقطیردرصد  SDS 10گرم  5

بعد از  به دستگاه اضافه شد و) رسانده لیترمیلی 1000
استخراج شده  ي پروتئینهاها با نمونهپر کردن چاهک

 الکتروفـورز  ، دسـتگاه از مخمرهاي نوترکیب و میزبان
)Apelex-Germany (  بـا ولتـاژ mA 25  10مـدت  بـه 

 روشنبه مدت چهار ساعت  mA55 دقیقه و سپس با 
  .شد
به روش کوماسی  SDS-PAGE آمیزي ژلرنگ -10

 100پـــس از پایــان الکتروفـــورز، ژل درون   : بلــو 
 10متـانول و   لیترمیلی 40( محلول فیکساتور لیترمیلی
 100آب دوبار تقطیر به حجم با  اسید استیک لیترمیلی
دقیقـه   10گذاشته شـد و بـه مـدت     )رسانده لیترمیلی

 45بعـد از آن  ژل بـه مـدت    .روي شیکر قرار گرفت
ــت،   ــرار گرف ــه در آب مقطــر ق جهــت مشــاهده دقیق

گـرم   12/0( آمیـزي ي پروتئینی از محلول رنـگ هاباند



 1399، 1)، شماره 12نشریه فرآوري و نگهداري مواد غذایی جلد (

6 

آمونیـوم   گـرم  10، متـانول  لیتـر میلی 20، کوماسی بلو
که  درصد 85فسفریک اسید  لیترمیلی 76/11سولفات، 

 )رسـانده  لیتـر میلـی  100حجـم  به  آب دوبار تقطیربا 
آمیـزي را  محلول رنگ لیترمیلی 100استفاده گردید و 

 10در شیکر با سـرعت  ساعت  24ریخته و روي ژل 
 زمینـه  پس از شـفاف شـدن  .دور در دقیقه قرار گرفت

  .شد عکسبرداري ژل از و شسته مقطر آب با ژل ژل،
انسولین در مخمر حاوي  -pتائید بیان پروتئین  -11

ــانی  ــور بی ــف  pESC/p-insulinوکت ــق طی از طری
ي حاصـل  هاژلالگوي پس از مقایسه : سنجی جرمی

حاصـل از مخمـر نوترکیـب و    از الکتروفورز پروتئین 
(پـروتئین   ، باند بـا بیـان افتراقـی   میزبان (کنترل منفی)

و رنـگ کوماسـی    هبریـده شـد   هـا از روي ژلهدف) 
 25بـا محلـول اسـتونیتریل و     رنگبـري بوسیله تیمـار  

ي مسـاوي  هـا مولار بی کربنات آمونیوم به نسبتمیلی
)v/v(1:1 ي ژل با سانتریفوژ هاسپس لکه.حذف گردید

خشـک   يهـا به لکـه .خشک شدند ءتحت شرایط خلا
مـولار  میلی 25میکرولیتر بی کربنات آمونیوم  20شده 

ــزیم   ــه ایــن محلــول آن اضــافه گردیــد و در پــی آن ب
 ,Sequencing grade modified trypsinتریپسـین ( 

Promega  نـانوگرم در هـر میکرولیتـر     10) با غلظـت
درجـه   37ساعت در  24واکنش اضافه شد و به مدت 

جهت خاتمـه واکـنش هضـم    .قرار گرفتندسانتی گراد 
 ,formicacid %10میکرولیتـر محلـول (   80آنزیمـی،  

O 262.5% acetoniteile, 27.5% H میکرولیتر  20) به
  تئینپـرو  حاوي روشناور.واکنش آنزیمی اضافه گردید

 شناسـایی  براي و سازيجدا ژل رسوب از شده هضم
-ESI نـوع  از جرمـی  سـنجی  طیف طریق از پروتئین

MS/MS )Thermo Fisher-USA (ــتفاده ــد اس  در.ش
 یـــک  از ESI-MS/MS جرمـــی ســـنجی طیـــف

 ـ بـه  که) LC( مایع کروماتوگرافی ک دسـتگاه طیـف   ی
جفت شده است، براي تعیـین   Q-Trapسنجی جرمی 

بــراي  .تـوالی پـروتئین  هضـم شـده اسـتفاده گردیـد      

شناسایی پروتئین، نتایج حاصل از طیف سنجی جرمی 
ESI-MS/MS   ــزار ــرم اف ــه کمــک ن ــا   MASCOTب ب

 )Viridiplantae(ي هـا ي موجـود در بانـک  هاپروتئین 
sport-trembl، sport-trembl (All species)   مقایســه

ــزار  .شــدند ــرم اف ــراي ن ــورد اســتفاده ب پارامترهــاي م
MASCOT  :شاملcarbamidomethyl (C)   به عنـوان

 oxidationو deamidated (NQ)تغییر ثابت پروتئین و 

(M)        به عنوان تغییـرات متغیـر بـه نـرم افـزار معرفـی
  شدند.

  
  نتایج و بحث

به  میزبـان   pESC/p-insulinوکتور بیانی  انتقال -1
بـه منظـور انتخـاب مخمرهـاي     مخمري  بـولاردي:  

که فاقـد اوراسـیل مـی     SD حداقل از محیط ،نوترکیب
باشد، استفاده گردید و مخمرهاي ترنسفورم شـده بـه   
دلیل حمل وکتور بیانی که حاوي ژن سازنده اوراسیل 
می باشد توانستند در این محیط رشد کنند لـذا همـان   

ي هـا قابـل مشـاهده اسـت کلنـی     2 طور که در شکل
نوترکیب ي هارشد یافته در محیط حداقل، کلنیمخمر 

هـدف  براي ادامـه بیـان ژن    هامی باشد و از این کلنی
 استفاده گردید.

ــی   -2 ــق کلن ــب از طری ــاي نوترکی ــد مخمره تایی
PCR :    ــام ــه تم ــت ک ــل اس ــه محتم ــت اینک ــه جه ب
هاي مخمـر حـاوي وکتـور بیـانی حمـل کننـده       کلنی

هــا ي ژن هــدف نباشــند لــذا تعــداد زیــادي از کلنــی
ــق    ــب از طری ــر نوترکی ــاي   PCRمخم ــا آغازگره ب

، پـــایش شـــدند.بدین انســـولین -pاختصاصـــی ژن 
هـاي مخمـر بـه مقـدار خیلـی کمـی       منظور از کلنـی 

پــس از ســه روز  واکشــت شــدند و SDروي محــیط 
ــتخراج   ــب، اس ــد مناس ــام  DNAرش ــا انج از مخمره

یــک درصــد   TAEگرفتــه و بــر روي ژل آگــارز   
) 3الکتروفــورز گردیــد کــه نتــایج آن در شــکل (    

بــــا  PCRنشـــان داده شــــده اســــت. در ادامــــه  
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ــه    ــه نتیج ــت ک ــام گرف ــی انج ــاي اختصاص آغازگره
PCR  ــه ــازي ژن   350قطع ــت ب ــولین -pجف را  انس

  ).4ت تکثیر کرد (شکل هاي مثبدر کلنی

 
  

  
 بولاردي به میزبان مخمري  pESC/p-insulinبیانی  وکتور انتقال -2شکل 

Figure 2.Transformation of ESC/p-insulin expression vector into the host Saccharomyces boulardii  
  

 

  
  

 pESC/p-insulinوکتور نوترکیب حاوي  نوترکیب مخمرکلنی  5از  DNAاستخراج  -3شکل 
Figure 3. DNA extraction from the five transformed yeast colonies carrying pESC/p-insulin 

 

M         1          2        3         4           5 
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  انسولین -pژن  با آغازگرهاي اختصاصی PCRاز طریق  pESC/p-insulinوکتور نوترکیب حاوي تایید مخمرهاي  -4شکل 
M- محصول   -1(فرمنتاز)،  جفت باز 100 مارکرPCR  بر روي پلازمید نوترکیبpESC/p-insulin  7 تا 2 ،مثبت) (کنترل- 

  pESC/p-insulinوکتور حاوي  نوترکیب ي هااز کلنی استخراج شده DNAبر روي  PCRمحصول 
Figure 4.PCR reaction on the recombinant yeast host cells with p-insulin specific primers; M.100 bp marker 
(Fermentas), well 1.The positive PCR production (350bp) from pESC /p-insulin plasmid, well 2-7 the PCR 

production from the transformed colonies carrying pESC /p-insulin vector. 
 

 نوترکیـب تایید بیان پروتئین نوترکیب در مخمر  -3
و طیـف سـنجی    SDS-PAGE از طریق الکتروفورز

منظور عدم از دست رفتن وکتـور نوترکیـب   به: جرمی
که فاقد اوراسیل  SDمحیط حداقل از در داخل مخمر 

 ODزمانیکـه  .مخمر استفاده شـد کشت براي می باشد 
رسید مخمـر حـاوي وکتـور نوترکیـب      4/0مخمر به 

pESC/p-insulin  ــی را را رســوب داده و بخــش روی
(فاقـد   SG حـداقل  حذف و رسوب مخمر به محـیط 

در  SGقابل ذکر است که محیط .شداضافه اوراسیل ) 
است و تنها  SDتمام مواد متشکل خود شبیه به محیط 

 SDتفاوت این دو محیط در جابجا شدن قنـد گلـوکز   
است به این دلیـل کـه گلـوکز     SGبه قند گالاکتوز در 

کند ولی با حذف آن را سرکوب می Gal10پروموتور 
د گالاکتوز است، پروموتور که حاوي قن SGدر محیط 

Gal10  و پــروتئین نوترکیــب  بوسـیله گــالاکتوز القــاء
شاهد  از مخمر بولاردي ،در این تحقیق.تولید می شود

 پـس از رشـد مخمرهـا   .به عنوان کنترل استفاده گردید
، استخراج پروتئین از آنها SGروز در محیط  3مدت هب

صورت گرفت و غلظت پـروتئین اسـتخراج شـده بـه     
ــاوي    ــزان مس ــه می ــبه و ب ــورد محاس  50(روش بروف

 SDS-PAGEاز آنهــــا بــــر روي ژل میکروگــــرم) 
الکتروفـورز  الگـوي  مقایسه نتیجه  .الکتروفورز گردید

ــر ــان و  مخم ــاوي نوترکیــبمیزب ــل  ح -pESC/p ناق

insulin  کیلـو دالتـون    5/18باند پروتئین نشان داد که
نوترکیـب   مخمـر  فقط در p-insulinمرتبط با پروتئین 

 افتراقـی  باند ادامه، در.بصورت افتراقی بیان شده است
 آنـزیم  بوسـیله  ،بري رنگ از پس و بریده ژل روي از

 هضم لیزین یا و آرژنین پپتیدي پیوندهاي در تریپسین
 بانـد  روي بـر  جرمی سنجی ازطیف حاصل نتیجه شد

 بوسـیله  هاداده آنالیز و LC-MS/MS طریق از افتراقی
ــرم ــزار نــ ــاه در MASCOT افــ ــروتئین پایگــ  پــ

http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.
pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS (Swiss Prot 

ــتج ــه من ــه ســه شناســایی ب ــدي قطع ــروتئین از پپتی    پ
p- 5 شکل( انسولین، A تا C ( پپتیـدي   اتقطع ـ .شـد

درصد از  67/22 ،آمینواسید 39به تعداد شده شناسایی 
نتیجه همردیف سازي  .دادتوالی پروتئین را پوشش می

سه قطعه حاصل از طیف سنجی جرمـی بـا پـروتئین    
انسولین نشان داد که هر سه قطعـه مشـابهت    -pکامل 

  .)6(شکل انسولین دارد  -pکامل با پروتئین 

 

350bp 
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 از هاداده آنالیز و LC-MS/MS طریق از نوترکیب پروتئین به مربوط افتراقی باند روي بر جرمی سنجی طیف از حاصل نتایج -5شکل
 با نوترکیب پروتئین آنزیمی هضم طریق از C تا A پپتیدي قطعه سه شناسایی: Swiss Prot پروتئین پایگاه در MASCOT افزار نرم طریق

 .سرهم پشت یسنج طیف دوبار طریق از آنها توالی تعیین و تریپسین
Figure 5.The results of mass spectrometry on the differentially expressed band for recombinant protein via LC-MS / 

MS and data analysis using MASCOT software in Swiss Prot protein database: Identification of three peptide 
fragments A through C by enzymatic digestion of recombinant protein with Trypsin and sequencing by tandem mass 

spectroscopy. 
 

در  انیژن هدف، جهت ب یتوال يسازنهیبه حوهن -4
 در انسـولین  -p هترولوگ ژن بالاي بیان جهت :مخمر
 سازيبهینه جهت دو از ژن توالی ،S.boulardii مخمر

 زبانــ ـمی بـا  سـازگار  کدونی سازيبهینه شامل که شد
 بـه  ،mRNA ثانویـه  ارـــ ـساخت سـازي بهینه و مخمر

ــرم کمــک ــزار ن -http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi( اف

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi(mFold  ــام  انج
 گـزارش  9 و 8 ،7 يهـا شـکل  در آن نتایج که گرفت

  .شد

A 

B 

C 
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 .)E2JCD2(بانک ژنی یونی پرات شده در  انسولین گزارش - pبا پروتئین کامل  یجرم یسنج فیط ازهمردیف سازي قطعات حاصل  - 6شکل 
Figure 6.Alignment of three fragments obtained from mass spectrometry result with the whole sequence of p- insulin 

protein reported in UniProt data bank (AC: E2JCD2). 
  

   انســـولین -p ژن کـــدونی ســـازيبهینـــه بــراي 
ــراي ـــبی بــــ ــر در انـــــ ــایت از مخمــــ  ســــ

)http://www.kazusa.or.jp/codon (پس .شد استفاده 
  و کـدونی  تـرجیح  فـاکتور  دو ،هاکدون کردن بهینه از

ــوي ــق از  انســولین -p ژن GC محت ــرم طری ــزار ن  اف
 که) https://www.genscript.com( ردیدـــگ محاسبه

 بـراي  مقادیر این که بود درصد 34,76 و 98 ترتیببه
 .)21( بـود  مناسـب  مخمـر  میزبـان  در هدف ژن بیان

 باشـد  بـالاتر  مقـدار  این چه هر که است GC محتوي
 DNA هــــ ـرشت دو کـردن  بـاز  بـراي  بیشتري انرژي

 محتوي هــروی بی افزایش دیگر طرفی از .است ازــنی
GC غیراختصاصـی  باندهاي ایجاد باعث دارد احتمال 
 بایـد  GC محتـوي  بنـابراین  .شـود  DNA رشته دو در

   .)24( باشد درصد 50 حدود
ــه ــازي بهین ــاختار س ــه س ــه در mRNA ثانوی  س

 هـک است داده نشان قبلی مطالعات .شد انجام احیهـــن
  mRNA cap-’5 ناحیـه  در ثانویه ساختار گیري شکل

 مهـترج روي بر داري معنی بازدارنده تاثیر برابر 50 تا
mRNA  سـاختار  که است شده گزارش.باشد می دارا 
 ولــم بر ريــکیلوکال 30 از بیش پایدار سري سنجاق

+ 1 و In vitro مطالعـات  در 12+ الی 1+ موقعیت در
 دسترسـی  کـاهش  باعث In vivo مطالعات در+ 4 الی

 بهینه در.)1( شودمی cap ’5 به eIF4E رونویسی عامل
 ضـعیف  ثانویه ساختار انسولین -p ژن mRNA سازي

  بـراي + 2 موقعیـت  در) مـول  بـر  کیلوکالري  -5,50(
5’-UTR کد احیهــن کامل طول.)7 شکل( شد طراحی 

 سـازي  بهینه ايگونه به انسولین -p ژن mRNA کننده
ــ ســاختار داراي کــه شــد ـــنوکلئ 50 ویهـثان  وتیديــ

ــرژي.باشــد ســر ســنجاق در ضــعیفی ) MFE( آزاد ان
 انســولین -p ژن املــــک mRNA ثانویــه ســاختار

 بهینــه) UTR-’3 و UTR، CDS-’5 نــواحی لــــشام(
 شـده  نـه هیب در و مولبر کالري کیلو  -220,80  نشده

 کاهش .)8 شکل( بود مول رــــب کالري کیلو -113,1
ــرژي  باعــث mRNA در ثانویــه ســاختار در آزاد ان
 و ثانویـه  ساختار کردن باز در ریبوزوم کارایی افزایش
 گـزارش .)21 ؛ 14( شـود  مـی  ترجمه سرعت افزایش

 بـه  ضـعیف  اي ثانویـه  سـاختار  وجـود  که است شده
ــد 30-12 فاصــله  باعــث آغــازین کــدون از نوکلئوتی

 گرددیــم ریبوزوم توسط آغازین بهترکدون تشخیص
 ثانویـه  سـاختار  نیز پژوهش این در لذا.)22 ؛13 ؛12(

 هــ ـفاصل در مـول  بر کالري کیلو  -3,50 انرژي با اي
 طراحی انسولین -p ژن آغازین کدون از 17 نوکلئوتید

   .)9 شکل( شد
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  مول هر در کیلوکالري -5,50 انرژي میزان با UTR– ’5 نزدیک ناحیه در ساقه لوپ ساختار بینی پیش -7 شکل

Figure 7. Prediction of stem-loop formation in the region near the cap of 5’-UTR with a minimum free  
energy of 5.50 kcal/mol. 

 

 
   با) پایین( شده بهینه و) بالا( نشده بهینه توالی براي انسولین -p ژن mRNA ثانویه ساختار پایداري بینی پیش-8 شکل

 مول هر در کیلوکالري -113,1 و -220,80 ترتیببه انرژي
Figure 8. Hairpin thermal stability prediction for the total secondary structures of non-optimized (upper) and 

optimized (lower) p-insulin gene with a minimum free energy of -220.80 kcal/mol and -113.1 kcal/mol respectively. 
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  موقعیت در ثانویه ساختار بینی پیش محل.انسولین -p ژن به مربوط CDS آغازین ناحیه ثانویه ساختار بینی پیش -9 شکل

 .است شده داده نشان قرمز رنگ با آغازین کدون و آبی رنگ با مناسب سري سنجاق ساختار با ساقه سبز، رنگ با ام 30 -12 
Figure 9. Predicted local secondary structure at the CDS beginning of p-insulin gene. Borders of the critical region 
(12th and 30th pos.) were marked with green color; stem region of the eligible hairpin was marked with blue color; 

start codon was marked with red color. 
  

ــاران    ــرا بـــاقرپور و همکـ  مخمـــر از) 2(اخیـ
S.boulardii ینـــپروتئ بیان براي Ovalbumin جهت 

 در .کردنـد  ادهــ ـاستف موش در ایمنی سیستم تحریک
 ژن بیـان  بـراي  Gal1 القـایی  پروموتـور  از تحقیق آن

Ovalbumin شـده  ذکـر  تحقیـق  نتایج .گردید استفاده 
ــان ــه داد نش ــروتئین ک ــب پ  در Ovalbumin نوترکی

Saccharomyces cerevisiae موتانت By4742  بهتـر 
 آنها لذا و شد بیان گالاکتوز القاء تحت S.boulardii از

 S.boulardii در رکیبــــنوت پروتئین دـتولی به موفق
 نوترکیب پروتئین تولید که رسد می نظر به لذا .نددشن

ــر در ــبت S.boulardii مخمـ ــه نسـ  S.cerevisiae بـ
 ابتـدا  مـا  تحقیـق  ایـن  در اساس این بر .است ترپائین

 سـاختار  و کـدون  لحـاظ  از را انسـولین  -p ژن توالی
  صاصیــــاخت ايــافزارهرمــن بوسیله mRNA ثانویه
 شده بهینه انسولین -p ژن سنتز از پس و ازيــسبهینه

 پروموتور کمک هـــب را انسولین -p پروتئین توانستیم
 بیـان  S.boulardii پروبیوتیک مخمر در Gal10 القایی
 پروبیوتیک مخمر از بار اولین براي تحقیق این در.کنیم

S.boulardii پروتئین تولید براي موفق میزبان عنوانبه 
p– داد نشان تحقیق این نتایج .گردید استفاده انسولین 

 بـه  تـوان  مـی  S.boulardii پروبیوتیـک  مخمـر  از که
 در محصولات رــسای تولید براي مناسب میزبان عنوان
  .کرد استفاده دارویی و غذایی صنایع
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Abstract 
Background and objectives: Diabetes mellitus is a chronic disorder in carbohydrate, fat and protein 
metabolism characterized by increase in blood sugar in the patient.The long-term complications 
of this disease is cardiovascular, renal failure and neurological activity.The use of herbal 
medicines for the treatment of diabetes is increasing day by day and this has made it more 
important to recognize the effective herbal medicine.Herbal remedies have been taken into 
consideration because of fewer complications, reasonable prices, and availability of chemical 
drugs.The Momordica charantia (Linn Family: Cucurbaceae), whose fruit is known as Karela 
or bittergourd, is an important anti-diabetic plant.One of the anti-diabetic agents of Karela is 
Polypeptid-P (p- insulin), a 172 amino acid. The content of polypeptide-P in cultivated plants is 
relatively low so gene cloning and expression of this polypeptide in microorganism is a quick 
and useful alternative for solving such problem.The probiotic host has the advantage that after 
the production of target protein, it is not necessary to purify it but producing recombinant 
protein in other expression hosts need to be purified.Therefore, in this study p- insulin gene was 
optimized and expressed in probiotic yeast Saccharomyces boulardii. 
 
Materials and methods: In this research, the sequence of p- insulin gene was optimized for 
both codon bias and secondary structure of mRNA to effectively express in the probiotic yeast 
Saccharomyces boulardii. The optimized gene was cloned into the pESC expression vector under 
Gal10 promoter and transformed to competent cell. Recombinant yeast was extracted DNA then 
the PCR reaction was done by p- insulin specific primers. Recombinant yeast was induced by 
galactose and production of P-insulin protein in the recombinant yeast cytoplasm was verified 
by SDS-PAGE and mass spectrometry. 
 
Results: A 350 base pair production was amplified by p-insulin specific primers in the 
polymerase chain reaction.SDS-PAGE electrophoresis pattern was compared host S.boulardii 
and transformed S.boulardii carrying pESC/p-insulin construct.Electrophoresis results showed 
that the 18.5 KD molecular weight p- insulin protein differential band was expressed just in the 
recombinant yeast and also mass spectrometry results confirmed differential band as a p- insulin 
protein. 
 

Conclusion: In this study, probiotic yeast Saccharomyces boulardii was used as a successful host to 
producing p- insulin protein for the first time.This research showed that probiotic yeast S.boulardii 
can used as a suitable host cell to producing other products in the food and pharmaceutical 
industries. 
 

Keywords: Momordica charantia, P- insulin protein, Saccharomyces boulardii, SDS-PAGE, 
Mass spectrometry 
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