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Abstract  
Background and Objectives: Inhibin is a glycoprotein hormone 

commonly found in the circulation, but its level increases in some 

diseases, and its measurement by serological method using anti-inhibin 

monoclonal antibodies, can help in diagnosis of some genetic diseases. 

This study was performed with the objective of cloning, expression, and 

purification of α, βa, and βb subunits of human inhibin protein in 

Escherichia coli. 
 

Methods: For each Inhibin subunit gene. a primer pair was designed. 

Then, the gene sequence of each of the subunits, was obtained from 

human genomic DNA using polymerase chain reaction (PCR) method, 

and then was cloned into pET22b vector after enzymatic digestion. 

Recombinant vector associated with each subunit, was transferred to the 

host cell E. coli (strain BL21). The transformed cells were cultured in LB 

culture medium containing ampicillin, and positive colonies were isolated 

for mass production of recombinant protein. After mass culture and 

induction of transformed strains by isopropyl β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG), the produced recombinant protein, was 

isolated using nickel column chromatography. 
 

Results: The inhibin hormone subunit genes, was correctly cloned in 

pET22b vector and its expression in E. coli, was considerably high. 

The results of the expression of inhibin hormone also showed that in 

the absence of codon optimization, the inhibin expression in the 

prokaryote host increases significantly. The protein subunits α, βa, and 

βb of inhibin hormone, were purified, respectively, with molecular 

weights of 13.7, 12, and 12 kDa. 
 

Conclusion: protein subunits of inhibin hormone, can be expressed in the 

prokaryotic host due to their small size, short gene sequence, and minor 

post-transcriptional modifications. 
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 چکیده
طور معمول در گردش خون  نی است که بهاینهیبین، یک هورمون گلیکوپروتئی زمینه و هدف:

گیری آن به روش سرولوژی  یابد و اندازه میزان آن افزایش می ها یماریبوجود دارد، اما در برخی 

ی ژنتیکی ها یماریبتواند به تشخیص برخی  ی مونوکلونال علیه آن نیز میها یباد با استفاده از آنتی

 نیپروتئ βbو  α ،βa یها رواحدیز یساز و خالص انیب نگ،یکلونهدف کمک کند. این مطالعه با 

 انجام شد. اشرشیاکلیدر  یانسان نیبینهیا

های اینهیبین، یک جفت پرایمر طراحی گردید،  برای ژن هرکدام از زیرواحد روش بررسی:

 ی پلیمراز( از ا رهیزنجواکنش )PCR های اینهیبین به روش  سپس توالی ژنی هریک از زیرواحد

DNA (ژنومی انسان به  دزوکسی )دست آمد و پس از هضم آنزیمی در  ریبونوکلئوتید اسید

 ها، به میزبان کلون شد. وکتور نوترکیب مربوط به هریک از زیرواحد pET22bوکتور 
حاوی  LBشده در محیط کشت  ی ترانسفورمها سلول( انتقال یافت. BL21)سویه  اشرشیاکلی

جهت تولید انبوه پروتئین نوترکیب  ی مثبتاه یکلن ند، سپسسیلین کشت داده شد آمپی

)ایزوپروپیل بتا  IPTGشده با  ی ترانسفورمها هیسو. پس از کشت انبوه و القای گردیدجداسازی 

شده به کمک روش کروماتوگرافی میل  دی تیو گالاکتوپیرانوزید(، پروتئین نوترکیب تولید

 ترکیبی ستون نیکل جداسازی شد.

 کلهون و بیهان آن در   pET22bدرسهتی در وکتهور    های هورمون اینهیبین بهه  ژن زیرواحد :ها افتهی
بهالا بهود. نتهایا حااهل از بیهان هورمهون اینهیبهین نشهان داد          یا ملاحظهه  طور قابهل  به ،اشرشیاکلی

تهوجهی   طور قابهل  سازی کدونی، بیان اینهیبین در میزبان پروکاریوت به دراورت عدم انجام بهینه

هورمهون اینهیبهین بهه ترتیهب بها اوزان مولکهولی        βbو  α ،βaی پروتئینهی  دهاواحرود. زیر بالا می

 سازی شدند. کیلودالتون خالص 12و  12، 7/13

دلیل اندازه کوچک و توالی کوتهاه ژن،   زیرواحدهای پروتئینی هورمون اینهیبین به گیری: نتیجه

 بیان هستند. ی اندک، در میزبان پروکاریوتی قابلا ترجمههمچنین تغییرات بعد از 

 .اشرشیاکلی نوترکیب؛ های پروتئین ها؛ : اینهیبینها کلید واژه

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 97 مرداد، پنجم، شماره دوازدهمدوره 

  52الی  44صفحه 
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 و همکاران محمد عطائی                                                             اشرشیاکلیدر  یانسان نیبینهیا نیپروتئ βbو  α ،βaی ها رواحدیز یساز و خالص انیب نگ،یکلون

 

 مقدمه 
پروتئینی است که در مردان از یک هورمون گلیکو ،اینهیبین

ها و  و در زنان از جفت، جسم زرد، گناد سرتولی بیضه یها سلول

عملکرد  ینتر مهم .شود تولید و ترشح می ،غده هیپوفیز

مهار تولید هورمون محرک فولیکولی  این پروتئین،فیزیولوژیکی 

(FSHب )ها همه اینهیبین. (1-3) طور پسنورد از غده هیپوفیز است ه ،

در ساختار آنها سه  پروتئینی دایمری هستند و یها کمپلکس

. از کنار هم (1)شود  دیده می βbو  α ،βaزیرواحد پروتئینی 

و  B (α( و اینهیبین βaو  α) Aها، اینهیبین  گرفتن این زیرواحد قرار

βbگردد.   اورت دایمر تشکیل می ( بهmRNA  زیرواحدα  دارای

یند آاگزون دارند که طی فر 3 و 2ترتیب  هب βbو  βa ،اگزون دو

 نظر از مناطق ارف ،و در نهایت شده ها حذف اینترون ،پردازش

'5 ،'3 UTR  وpoly A ، یک ناحیه CDS )که در )توالی کدکننده

 α ماند. ژن زیرواحد پپتید است باقی می کننده زنجیره پلی واقع کد

زیرواحد و ژن  2کروموزوم  q14.2و  q35ترتیب در ناحیه  هب βaو 

βb  نیز در ناحیهp14.1  قرار گرفته است. 7کروموزوم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mRNA سازهایی  اورت پیش هها پس از ترجمه ب زیرواحد

هم متصل  سولفیدی به اورت دایمر با پیوند دی هدرآمده که ب

ساز  اورت یک پیش هب αزیرواحد  ابتدا بدین ترتیب که ؛شوند می

         ßساز زیرواحد  سپس با پیش ،شود ساخته می ای ینهآم اسید 366

(a  یاbاز طریق یک باند دی ) شوند.  متصل می هم به سولفیدی

 ،sig-peptideسازها متشکل از نواحی  هرکدام از پیش

propeptide ، ناحیهN-terminal و ناحیه  C-terminalباشند می. 

 و شود می دیده αساز زیرواحد  فقط در پیش N-terminalناحیه 

همان زنجیره االی موجود در فرم دایمر  نیز C-terminalناحیه 

از  Cleveage Siteنام  همناطقی ب وسیله بهاین نواحی  .پروتئین است

فااله بین دو اسید آمینه این جایگاه در واقع (. 4) شوند هم جدا می

در ساختار . شود ساز شکسته می که در آن زنجیره پیش بوده

سولفید  باند دی 5و  5 ،4ترتیب ه ب βbو  α، βaی ها زیرواحد

و در  بوده Interchainنقش دارای که یکی از آنها  ردوجود دا

کند  ایفا میاساسی  ینقش ،اتصال دو زیرواحد و تشکیل فرم دایمر

 .(1)جدول شماره 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : مشخصات آمینواسیدی و تغییرات پس از ترجمه زیرواحدهای اینهیبین1جدول شماره 

Glycosylation M/W (KDa) S-S count Cleavage site C-ter (aa) N-ter (aa) Propeptide (Aa) Signal Peptide 

(aa) 
3 18 4 61-62 

232-233   
134 171 43 18 α 

1 14 5 20-21 
310-311 

116 - 290 20 βa 

1 14 5 28-29 
292-293 

115 - 264 28 βb 

 
در طول دوره بارداری افزایش  Aمیزان غلظت اینهیبین  ،در زنان

استنباط کرد این هورمون از جفت و جنین تولید  توان ییابد و م می

 توان یخوبی م هزایش آن را باف، 6-8 یها در هفته یباًشود و تقر می

بررسی میزان اثربخشی و موفقیت  جهترو  از این ؛مشاهده کرد

IVF  اینکه در زنان دارای  توجه نکته قابل (.5)شود  میاستفاده

توجهی نسبت به جنین  طور قابل هب Aمیزان اینهیبین  ،جنین چند قلو

 اینکه علت به ،(. در روش انتقال جنین6) یابد قلو افزایش می تک

روند و  در همان ابتدای بارداری از بین میها  زیگوتتعدادی از 

شناسایی نبوده  قابل βhCGو  سونوگرافی یها با روش موضوعاین 

 ؛به سلامت جنین پی برد توان یم Aگیری اینهیبین  و تنها با اندازه

 IVFیک مارکر عالی برای مانیتوریگ  A اینهیبینبنابراین 

  (.5)شود  محسوب می

های کروموزومی و  یناهنجار سطح سرمی اینهیبین در بسیاری از

طور  های ژنتیکی، از قبیل سندرم داون و سرطان تخمدان به یماریب

یابد. سنجش میزان اینهیبین به کمک  ی افزایش میا ملاحظه قابل

در  مؤثرها، روشی  رواحدبادی مونوکلونال علیه این زی آنتی

تهیه  یها یکی از روش. (7،8)باشد  ها می یماریبتشخیص این 

هیبریدوما است. تکنیک  هورمون،بادی مونوکلونال علیه این  آنتی

نیازمند مقادیر ، بادی مونوکلونال با این روش دست آوردن آنتی هب

، باشد. از طرفی جهت تزریق به موش نیز میزیادی از این پروتئین 

ی زیاد این هورمون در انسان و موش، مقدار ها شباهتدلیل  به

ی باشد که بتواند سیستم ایمنی جانور را ا اندازهشده باید به  تزریق

 نیز این هورمونبادی مونوکلونال علیه  تحریک کند. تهیه آنتی

 . (4)های پروتئینی خالص است  نیازمند زیرواحد
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 ها از سرم بسیار تخلیص این زیرواحد که جداسازی و از آنجایی 

، لذا استفاده از تکنیک کلونینگ و (9) پرهزینه و ناکارآمد است

برای تهیه  مؤثرتواند روشی  بیان پروتئین نوترکیب می

. این مطالعه با هدف (10) های پروتئینی این هورمون باشد زیرواحد

های پروتئینی هورمون اینهیبین  کلونینگ، بیان و تخلیص زیرواحد

 انجام شد.

 

 روش بررسی
کننده نواحی مورد نظر هریک از  ن مطالعه، توالی کددر ای

استخراج و برای هرکدام یک  از بانک اطلاعاتی، زیرواحدها

جفت پرایمر طراحی گردید. توالی کدکننده فقط شامل یک 

ژنومی استفاده  DNAاگزون بود که در نتیجه برای تکثیر آن از 

 . (11)شد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و  3'به ترتیب در  XhoIو  EcoRIمحدودکننده  های یمآنزجایگاه 

 طراحی شدند.  SnapGene V2.3افزار  پرایمرها با استفاده از نرم 5'

هریک از پرایمرها قبل از توالی مربوط به سایت  5'در انتهای 

آنزیمی، سه نوکلئوتید جهت اتصال احیح آنزیم به رشته 

        شده بین یالیگونوکلئوتید اضافه شد. طول پرایمرهای طراح

افزار  نوکلئوتید بود و هریک از پرایمرها با استفاده از نرم 27- 30

Oligo V12.0  از نظر وجود پرایمر دایمر و لوپ بررسی شدند. در

هایی وجود داشت که دمای تشکیل آنها  تمامی پرایمرها لوپ

های  کمتر از دمای مرحله اتصالی بود، سپس برای جفت پرایمر

هر ژن با استفاده از پایگاه اطلاعاتی بیوتکنولوژی مربوط به 

(NCBI بلاست انجام گرفت و اختصاایت ،)تأیید گردید ها آن ،

پس از تأیید احت پرایمرها جهت سنتز به شرکت سیناکلون 

 (.2سفارش داده شدند )جدول شماره 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 شده های طراحی : لیست و جزئیات پرایمر2جدول شماره 
 ژن مرنام پرای سایت اتصالی پرایمر سایت برش آنزیم محدودکننده باز اضافه طول )نوکلئوتید( جهت

F 30 CGC EcoRI GAATTC TCAACTCCCCTGATGTCCTGG E1/A 
INHA 

R 30 CCG XhoI CTCGAG GATACAAGCACAGTGCTGCGT X1/A 

F 30 CGC EcoRI GAATTC GGCTTGGAGTGTGATGGCAAG E1/BA 
INHBa 

R 30 CCG XhoI CTCGAG TGAGCACCCACACTCCTCCAC X1/BA 

F 27 CGC EcoRI GAATTC GGCCTGGAGTGCGATGGC E1/BB 
INHBb 

R 29 CCG XhoI CTCGAG GGAGCAGCCGCACTCCTCCA X1/BB 

 
اورت جداگانه  برای ژن هریک از زیرواحدها به PCRواکنش 

انجام گرفت و محصول هر واکنش پس از تفکیک روی ژل 

 % با استفاده از کیت استخراج از ژل تخلیص شد.1آگارز 

، همچنین وکتور ها ژنهریک از  PCRهضم آنزیمی محصول 

pET22b کننده  های محدود یمآنزوسیله  بهEcoRI  وXhoI  انجام

اینسرت/ وکتور با استفاده از  3:1شد و واکنش لیگاسیون با نسبت 

طبق پروتکل کارخانه اورت گرفت و  T4 DNA Ligaseآنزیم 

و  pET22b-INHA ،pET22b-INHBaهای نوترکیب  پلاسمید

pET22b-INHBb .به دست آمد 

( تهیه گردید،  BL21ه )سویشرشیاکلی در ادامه، کشت سلولی از ا

ساعت در  4منتقل و مدت  LB Brothلیتر محیط  میلی 50سپس به 

 ( انکوبه شد. rpm250انکوباتور شیکردار )با دور 

دور  2700، به کمک سانتریفوژ )با OD600=0.4پس از رسیدن به 

 در دقیقه( رسوب سلولی جدا شد. 

مولار کلسیم کلرید تهیه  میلی 100استفاده از  ی مستعد باها سلول

وک حرارتی به های نوترکیب با کمک ش گردید، سپس پلاسمید

شده روی  ی ترانسفورمها سلولی مستعد ترانسفورم شدند. ها سلول

سیلین کشت داده شده و در مراحل  حاوی آمپی LB agarمحیط 

شده از نظر وجود پلاسمید نوترکیب  های ترانسفورم یکلنبعدی 

                 های حاال روی محیط کشت یکلناز  غربالگری شدند.

LB agar ها آنکلنی انتخاب و روی  7سیلین،  پیحاوی آم 

Colony PCR  شده  های انتخاب یکلنانجام گرفت. در این مرحله

 متوسط بودند و بیشترین فااله را از هم داشتند. در ،از نظر اندازه

 T7 terminatorو  T7 promoter های پرایمر از فرآیند این

 .(12)گردید  استفاده وکتور روی شده طراحی
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ستفاده از کیت شده با ا ی ترانسفورمها سلولدر مرحله بعد، از  

های نوترکیب استخراج و با استفاده از  استخراج پلاسمید، پلاسمید

، هضم دوگانه آنزیمی در XhoIو  EcoRIکننده  دو آنزیم محدود

دقیقه انجام گرفت، سپس محصول  30درجه به مدت  37دمای 

% برده شد. پس از تفکیک روی ژل 1واکنش روی ژل آگارز 

ترتیب قطعه  دو باند به دست آمد که به ها نمونهبرای هرکدام از 

بزرگتر مربوط به پلاسمید خطی و قطعه کوچکتر مربوط به 

ی ها سلولیافته در  های نوترکیب تکثیر اینسرت بود. پلاسمید

ترانسفورم استخراج و برای تعیین توالی به شرکت سیناکلون 

در آن مورد  وجود اینسرت ،یابی پس از توالیکه  فرستاده شدند

 یید قرار گرفت.تأ

های  کننده هریک از زیرواحد شده )بیان ی ترانسفورمها سلول

طور  به LB Brothلیتر محیط کشت  میلی 250اینهیبین(، در 

جداگانه کشت داده شده و در انکوباتور شیکردار انکوبه شدند. 

القا شدند، سپس  IPTG  (1Mm)با OD600=0.4پس از رسیدن به 

پس از  16و  10، 6، 4، 2ی ها ساعتدر  لیتری میلی 2ی ها نمونه

القا، از نمونه االی تهیه و پس از سونیکاسیون از نظر بیان پروتئین 

 بررسی شدند. SDS-PAGE 15% نوترکیب روی ژل

شده از نظر بیان پروتئین  ی ترانسفورمها نمونهپس از بررسی 

لیتر محیط کشت  میلی 25نوترکیب، بهترین نمونه انتخاب و در 

LB Broth  5/2ساعت انکوبه گردید، سپس  16کشت داده شد و 

لیتر محیط کشت مایع اضافه و  میلی 250لیتر از نمونه اول به  میلی

( انکوبه شد. پس از rpm250در انکوباتور شیکردار )با دور 

 Overnightالقا و یک  IPTG  (1Mm)با OD600=0.4رسیدن به 

سانتریفوژ )با دور وسیله  انکوبه گردید، سپس توده سلولی به

g2700  با  تئینیهای پرو زیرواحد. شددقیقه( تهیه  10به مدت

طبق  Ni-NTIاستفاده از روش کروماتوگرافی میل ترکیبی 

پروتکل کارخانه، استخراج و تخلیص شدند. در ادامه، پس از 

ی باندهاآکریلامید،  و تفکیک آنها در ژل پلی ها نمونهبررسی 

که بدین منظور از  ؛(13)منتقل شدند  PVDFپروتئینی به غشای 

تریس، متانول و گلایسین( استفاده شد، سپس  -بافر انتقال )بیس 

% چربی( قرار گرفت و به مدت 3کننده )شیر  غشا در محلول بلوکه

 ( انکوبه شد. rpm100ساعت در انکوباتور شیکردار )با دور  یک

 

 

ضافه و به مدت بادی موشی به آن ا آنتی His-Tagدر مرحله بعد، 

( قرار داده شد. پس از این rpm100ساعت در انکوباتور )با دور  1

بادی ثانویه به نمونه افزوده شد. پس از گذشت  آنتی ،مراحل

و  H2O2)در نتیجه واکنش  ساعت انکوباسیون یک

 .(14)ی پروتئینی ظاهر شدند باندهاآمینوبنزیدین(،  دی

محیط کشت مایع تهیه لیتر  میلی 250توده سلولی حاال، از 

خوبی پیپتاژ  اضافه و بهکننده  لیتر بافر لیز میلی 25گردید و به آن 

روی یخ  ها نمونهی، ا مرحله 6شد. طی یک برنامه سونیکاسیون 

با استفاده از سانتریفوژ )با دور  ها نمونهسونیکه شدند. مایع رویی 

rpm12000ل گرم از بیدهای نیک میلی 20آوری شد، سپس  ( جمع

درجه،  4ساعت قرار گرفتن در دمای  به نمونه اضافه و پس از یک

وشو با بافر  سانتریفوژ و مایع رویی دور ریخته شد. مراحل شست

مرتبه تکرار گردید و در نهایت، به رسوب حاال از  3شو،  و شست

میکرولیتر بافر الوشن افزوده و  300وشو،  آخرین مرحله شست

، سپس  درجه در شیکر قرار گرفت 4دقیقه در دمای  40مدت  به

دقیقه( سانتریفوژ شدند.  2به مدت  rpm12000)با دور  ها نمونه

   های پروتئینی نوترکیب( در دمای مایع رویی )حاوی زیرواحد

 .(15)درجه سانتیگراد نگهداری شد  -20
 

 ها یافته
داد تکثیر این   های اینهیبین نشان ژن زیرواحد PCRنتایا حاال از 

خوبی انجام شده است و این دمای  درجه به 64و  63ر دمای ژن د

ها باشد. همچنین  علت وجود لوپ در ساختار پرایمر تواند به بالا می

های اینهیبین با کیت استخراج  ژن زیرواحد PCRتخلیص فرآورده 

 360و  363، 412ی باندهادرستی انجام گرفت و   از ژل به

به دست  βbو  α، βaهای  احدکیلوبازی به ترتیب مربوط به زیرو

آمد. تأیید فرآیند کلونینگ به روش هضم دوگانه آنزیمی با 

درستی اورت گرفت که در این  به XhoIو  EcoRIهای  یمآنز

شده و قطعه کوچکتر  فرآیند قطعه بزرگتر مربوط به پلاسمید خطی

دهنده  به ترتیب نشان 3و  2، 1شماره   شکلمربوط به اینسرت بود. 

-SDSاینهیبین در روش  βb و α ،βaهای  بیان زیرواحد بررسی

PAGE باشند. می 
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 % .15آکریلامید  اینهیبین روی ژل پلی αبررسی بیان زیرواحد  :1شکل شماره 

   PTG(1Mm)شده با  ی القاها نمونه 3-7ی ها ستوننمونه کنترل منفی و  2، ستون نشانگر پروتئینی 1 به ترتیب از راست به چپ: ستون
 باشد بعد از القا می 16و  10، 6, 4, 2در ساعات 

 

  
 %.15آکریلامید  روی ژل پلی βaنتایج بررسی بیان زیرواحد : 2شکل شماره 

بیان پروتئین نوترکیب را پس از القای با  2-6ی ها ستوننمونه کنترل منفی و  دهنده نشان 2نشانگر پروتئینی، ستون  1به ترتیب از راست به چپ: ستون 

PTG(1Mm)  دهد پس از القا نشان می 16و  10، 6، 4، 2ترتیب در ساعات  به 
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 %.15آکریلامید  اینهیبین روی ژل پلی βb: بیان زیرواحد 3شکل شماره 

و  10، 6، 4، 2بیان پروتئین نوترکیب در ساعات  2 – 6ی ها ستوننمونه کنترل منفی و  7پروتئینی، ستون نشانگر  1ترتیب: ستون  به

 دهد را نشان می  IPTG(1Mm)پس از القای با  16

 

 
 ای هه دهرواحهد، زیوهش ده میهاههمش اهه لهشکطورکه در این  همان

 

کیلودالتون بیان  13و  13، 7/14ترتیب با اوزان مولکولی  اینهیبین به

 .اند شده

  
 %.15آکریلامید  ن روی ژل پلیاینهیبی βb: بیان زیرواحد 4شکل شماره 

 بیان پروتئین نوترکیب  2 – 6ی ها ستوننمونه کنترل منفی و  7نشانگر پروتئینی، ستون  1ترتیب: ستون  به

 دهد را نشان می  PTG (1Mm)پس از القا با 16و  10، 6، 4، 2در ساعات 

 
های اینهیبین به روش وسترن بلات  در بررسی بیان زیرواحد

 PVDFباندهای پروتئینی زیرواحدهای اینهیبین روی غشای 

 (.4شکل شماره ) ردیابی هستند قابل

 
 

 بحث
عنوان مارکری در تشخیص  امروزه، هورمون اینهیبین به

 های جنینی شناخته شده است یناهنجارژنتیکی و های  یماریب

ها  یماریبو سنجش دقیق آن در تشخیص بسیاری از این  ،(16)

 .(17)نقش مؤثری دارد 
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که  طوری به ؛تسندرم داون اس ین بیماری مرتبط با اینهیبین،تر مهم 

داری نشان  سطح سرمی آن در مادران با جنین مبتلا، افزایش معنی

؛ از قبیل ها هورمونگیری اینهیبین در کنار سایر  دهد. اندازه می

آلفافیتوپروتئین، گنادوتروپین جفتی و استروژن غیرکونژوگه در 

سنجش میزان . علاوه بر این، (18) شود تأیید سندرم داون انجام می

عنوان مارکری برای تشخیص  تواند به اینهیبین در خون زنان می

سرطان تخمدان استفاده گردد. در مردان نیز میزان اینهیبین 

دهنده عملکرد اسپرماتوژنز و باروری است. در میان  نشان

یی که تاکنون برای سنجش میزان اینهیبین مورد استفاده ها روش

بادی مونوکلونال از حساسیت  ی بر آنتیی مبتنها روشقرار گرفته، 

بادی  با استفاده از آنتی ها روشبیشتری برخوردارند. در این 

توان مقدار آن را  یمهای اینهیبین  شده علیه زیرواحد ساخته

گیری  اورت کیفی )وسترن بلات( و یا کمیّ )الایزا( اندازه به

سترن بلات بادی مونوکلونال مانند و ی مبتنی بر آنتیها روشکرد. 

در سنجش میزان اینهیبین دقت  ها روشو الایزا نسبت به سایر 

بادی علیه سه  از آنتی ها تست. در بسیاری از این (6)بالایی دارند 

در هر دو اینهیبین  αشود. زیرواحد  زیرواحد اینهیبین استفاده می

A  وB گیری  تواند برای اندازه بادی علیه آن می وجود دارد و آنتی

نیز در افتراق  ßهای  بادی علیه زیرواحد استفاده گردد. آنتی آنها

یی از ها بخشتواند مورد استفاده قرار گیرد.  می Bو  Aاینهیبین 

های اینهیبین که در پروتئین کامل در گردش خون وجود  زیرواحد

بادی مونوکلونال  عنوان اهدافی برای تولید آنتی توانند به دارند می

بادی علیه اینهیبین نیازمند پروتئین  ت آنتیاستفاده شوند. ساخ

توان به این منظور از تکنیک  یمسالم، خالص و فراوان بوده که 

کلونینگ، بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب در میزبان پروکاریوتی 

 استفاده کرد. 

 

 

پیوند  1جایگاه گلیکوزیله و  2پروتئین کامل اینهیبین دارای 

رسد باتوجه به مطالعات گذشته،  ظر مین سولفیدی است، ولی به دی

بادی تأثیری نداشته  وجود یا عدم وجود این موارد در ساخت آنتی

های پروکاریوتی نیز به این منظور استفاده کرد.  یزبانمتوان از  یمو 

ترتیب  آمینواسیدی به 115و  116، 134در مطالعه حاضر، قطعات 

در نظر گرفته جهت کلونینگ  βbو  α ،βaهای  برای زیرواحد

، تولید و تخلیص شدند. اشرشیاکلیسازی در  شدند و پس از کلون

( استفاده گردید BL21)سویه  اشرشیاکلیدر این طرح از میزبان 

تواند مقادیر زیادی پروتئین نوترکیب  که رشد سریعی داشته و می

عنوان  به pET22b. همچنین با استفاده از وکتور (19)تولید کند 

های پروتئین  کننده هریک از زیرواحد ، توالی ژنی کدوکتور بیانی

شده در  اینهیبین در آن کلون شد. مقادیر پروتئین نوترکیب تولید

توجهی زیاد بود و محصول آن توانست در  طور قابل این طرح به

 بادی مونوکلونال استفاده گردد. مطالعات دیگر برای ساخت آنتی
 

 گیری نتیجه

ی باندهاد داشتن ساختار گلیکوپروتئینی و هورمون اینهیبین باوجو

تولید است و با توجه به  سولفیدی، در میزبان پروکاریوتی قابل دی

(، میزبان مناسبی برای کلونینگ و BL21)سویه  اشرشیاکلینتایا، 

باشد. به این ترتیب هورمون  تولید هورمون اینهیبین نوترکیب می

دلیل داشتن نواحی  د بهاینهیبین نوترکیب تولیدشده در این فرآین

ی فراوانی جهت ساخت کاربردهاژنیک هورمون بالغ،  آنتی

بادی مونوکلونال علیه اینهیبین خواهد داشت. همچنین  آنتی

های اینهیبین در میزبان مجزا،  سازی هریک از زیرواحد کلون

طور خالص فراهم کرده که این  امکان تخلیص هریک از آنها را به

 خواهد بود. تر مناسببادی اختصاای  امر جهت ساخت آنتی
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