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ي الكتروفورز دو بعدي با حذف  ، متعلق به سرطان پستان، در نمايهHs578Tهاي  افزايش پوشش پروتئوم سلول

  گرهاي غير پروتئيني كارآمد مداخله
  

  4، رضا فلك3اللهي فرج مراد ، محمد1ندا محمدي ،2افشاري گرد سراي ندا، 1حميدرضا عباسي
  
  

  چكيده
ترين موانع بازدارنده براي استفاده از مطالعات پروتئوميك مبتني بر ژل در  ي گسترده، پوشش پروتئيني پايين و الگوهاي اسميري، از مهم با وجود استفاده مقدمه:
به سرطان پستان افزايش يابد و تأثير  ، متعلقHs578Tي سلولي  ي دو بعدي پروتئوم رده باشد. بنابراين، در اين مطالعه تلاش شد تا پوشش نمايه هاي باليني مي بررسي

  .ي دو بعدي ارزيابي گردد ها در نمايه گرهاي غير پروتئيني در افزايش تعداد پروتئين هاي مرسوم حذف مداخله كارآمدي روش

هاي متعدد، با هم  لولي حاصل از استخراجهاي س ي خام سلولي، در بافر ليز مناسب تيمار شدند. عصاره ، به منظور استخراج عصارهHs578Tي  هاي رده سلول ها: روش
استون  -)TCAيا  Trichloroacetic acidكلرواستيك اسيد ( متانول و تري -هاي استون، استون هاي يكسان تقسيم شدند و در سه تكرار، با روش همگن و در حجم

  ) Immobilized pH gradient )IPG نوارهاي روي بر و شد حل دارداستان رساني بازآب بافر يك در روش، خالص گشتند. سپس، پروتئوم خالص تهيه شده از هر
نيز مورد تفكيك  O'Farrellبار ديگر در سيستم الكتروفورز  متري بارگذاري گشت. پس از تفكيك ايزوالكتريك در بعد اول، محتواي پروتئوم، يك  سانتي 17

كيفي  - صورت كمي به  ImageMasterافزار  ي دو بعدي، تصاوير حاصل با استفاده از نرم الكتروفورتيك قرار گرفت. در نهايت، پس از ظهور نقاط پروتئيني در نمايه
 .تحليل شدند

نانوگرم به  120/0 ± 005/0 و 070/0 ± 002/0، 100/0 ± 001/0 ترتيب  بهاستون  -TCAمتانول و  - هاي استون، استون بازيابي پروتئوم، براي روش  بازده ها: يافته
شده با استون نشان داد كه اين تعداد براي تخليص با   ي دو بعدي تخليص  ي پروتئيني را در نمايه نقطه 1299 ± 9ازاي هر سلول محاسبه شد. آناليز تصوير نيز حضور 

 گيري جداگانه به دست آمد. نتايج از سه اندازه .بود 1973 ± 17و  1698 ± 14استون به ترتيب  -TCAمتانول و  - استون

دهد. بنابراين،  بازيابي پروتئين را دارد؛ بلكه، پوشش پروتئومي بهتري را نيز ارايه مي استون، نه تنها بالاترين بازده  -TCAها با روش  سازي نمونه آماده گيري: نتيجه
تر، براي مطالعات  ي نقاط پروتئيني قوي متانول، با توجه به ارايه -گردد. با اين وجود، تخليص با استون اي توصيه مي مقايسهاين روش براي مطالعات پروتئوميك 

  .گردد سرولوژيكي پروتئوم پيشنهاد مي
  ، سرطان پستانليسلوي  رده، الكتروفورز دو بعدي، پروتئين، تخليص واژگان كليدي:

  
، متعلق به سرطان Hs578Tهاي  افزايش پوشش پروتئوم سلول .مراد، فلك رضا اللهي محمد محمدي ندا، فرج افشاري ندا، گرد سرايعباسي حميدرضا،  ارجاع:
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  مقدمه

اي مبتنـي بـر ژل ابـزاري كارآمـد جهـت بررسـي        پروتئوميك مقايسه
تواند ايجاد، حذف، افـزايش يـا كـاهش     محتواي پروتئوم است كه مي

هاي پروتئيني را مورد بررسي و مقايسه قرار دهد. از اين  بيان مجموعه
مشاهده در الگوي الكتروفورز دو  هاي قابل  رو، افزايش تعداد پروتئين

در ارتقاي  باشد، مي اي مقايسه پروتئوميك اصلي ابزارهاي از كه بعدي،
ويـژه در   ها، بـه  كيفيت مطالعات دارويي، بررسي تغييرات بيان پروتئين

هاي سرطاني كـه حـاوي اطلاعـات زيسـتي فراوانـي       ها و سلول بافت
 روشـي  دو بعدي، . الكتروفورز)1-2(يابد  اهميت بيشتري مي  هستند،
 سـپس  و بار الكتريكي بر اساس دو بعد، در ها پروتئين آن در كه است

 مقاله پژوهشي
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  . )3(شوند  مي تفكيك آميد آكريل پلي هاي ژل درون مولكولي، وزن
سازي  ي آماده موفقيت الكتروفورز دو بعدي تا حد زيادي به نحوه

ي صـحيح اسـتخراج و تخلـيص     نمونه وابسته است. در واقـع، شـيوه  
گر و انتخـاب صـحيح تركيـب بافرهـاي      پروتئين، حذف مواد مداخله

مــورد اســتفاده، يكــي از مــؤثرترين عوامــل در افــزايش تعــداد نقــاط 
ي الكتروفورز دو بعدي است.  ها در نمايه آن پروتئيني و كيفيت الگوي

هايي كه با روش الكتروفورز دو بعدي مورد آناليز و جداسـازي   نمونه
هايي خالص و عـاري از هـر گونـه     بايست پروتئين گيرند، مي قرار مي

  .)4-5(گر باشند  مواد مداخله
تـوان بـه    گرهاي مهم در مطالعات پروتئوميك مي از جمله مداخله

ساكاريدها اشاره نمود. ايـن   ها و پلي اسيدهاي نوكلئيك، ليپيدها، نمك
ــزايش گــران  ــات، باعــث اف روي و اخــتلال در مســير حركــت  تركيب

هـاي آمفـوليتي و    كـنش بـا حامـل    ها،گرفتگي منافذ ژل، ميـان  پروتئين
ها و نيـز سـبب اخـتلال در مهـاجرت الكتروفورتيـك، بـروز        پروتئين
ــه ــايي و ممانعــت از ورود   رگ ــي و عمــودي در الگــوي نه ــاي افق ه

  . )6-7(شوند  كننده مي  هاي تفكيك ها به بستر ژل  پروتئين
گرها، اسـتفاده از   ها براي حذف مداخله يكي از كارآمدترين روش

گيري پروتئين است. تاكنون چندين مطالعـه   هاي مختلف رسوب شيوه
گيـري پـروتئين بـر روي     هاي رسـوب  در راستاي بررسي اثرات روش

هـاي زيسـتي مختلـف     الگوي الكتروفـورز دو بعـدي بـر روي نمونـه    
ي ايـن واقعيـت    دهنده صورت گرفته است. نتايج اين مطالعات، نشان 

ها بسته بـه   گيري پروتئين هاي مختلف رسوب رايي روشهستند كه كا
طـور   بايسـت بـه    نوع نمونه متفاوت است و در مورد هر نمونـه، مـي  

هـاي انجـام    . بر اساس بررسي)8-11(مستقل مورد بررسي قرار گيرد 
هاي سرطاني بافت پستان كـه   ي در ارتباط با سلول ا شده، چنين مطالعه

مطالعــات پروتئــوميكي آن از اهميــت بــالايي در تشــخيص و درمــان 
ي حاضر  بيماري برخوردار است، گزارش نشده بود. از اين رو، مطالعه

ان، بـا هـدف   پسـت   به منظور افزايش كارايي مطالعات پروتئوم سـرطان 
گيري پـروتئين بـر روي پروتئـوم     بررسي اثر سه روش مرسوم رسوب

  .ي دو بعدي انجام شد در نمايه Hs578Tهاي  تام سلول
  

  ها روش
سازي نمونه  تمامي مواد شيميايي استفاده شده براي كشت سلول، آماده

و انجام الكتروفورز دو بعـدي، بـه جـز در مـوارد مشـخص شـده، از       
 لمان) خريداري شـد. تمـامي مراحـل كـار نيـز در     (آ Merckشركت 

 پيراپزشـكي  ي واقـع در دانشـكده   پزشـكي،  بيوتكنولـوژي  آزمايشگاه
 ايران به انجام رسيد. پزشكي علوم دانشگاه

از  Hs578Tي سـلولي   رده پـروتئين:  استخراج و سلول كشت
مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران خريداري شد. جهـت تكثيـر   

ها مطابق با دستورالعمل مركز و استانداردهاي پذيرفته شده،  اين سلول
ــت  ــيط كشـ  Dulbecco's modified eagle mediumدر محـ

)DMEM( )Biowest درصد سرم جنـين گـاوي    10، فرانسه) حاوي
)Fetal bovine serum  يــاFBS) (Biowest درصــد  1، آلمــان) و

، اتـريش) درون  Atocel( استرپتومايسين -سيلين هاي پني بيوتيك آنتي
درصـد   5اكسيد كربن  گراد و دي ي سانتي درجه 37انكوباتور با دماي 

ــه ازاي  )12(كشــت داده شــدند  ــام، ب ــوم ت   . جهــت اســتخراج پروتئ
مـولار   ميلـي  40يز كننـده (حـاوي   ليتر بافر ل ميلي 1ميليون سلول،  30

ــريس،  ــولار اوره،  7تـ ــوره،   2مـ ــولار تيـ ــد  4مـ    CHAPSدرصـ
)3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate(، 

ــي 40 ــولار دي ميل ــول و  م ــت (  2تيوتريت ــد آمفولي ، Bio-Radدرص
بـه   g 15000×بـا دور    كاليفرنيا) اضافه شد. سپس، عصاره هركولس،

دقيقه سانتريفيوژ شد، مايع رويـي حـاوي پـروتئين و سـاير      15مدت 
تركيبات زيستي، در سه ميكروتيوب تقسيم و با استفاده از يكي از سه 

اسـتون مطـابق،    -TCAمتانول و  -گيري استون، استون روش رسوب
 .)13(سازي شدند  العمل زير خالص با دستور

به هر حجم  استون: گيري رسوب از استفاده با پروتئين تخليص
ي  درجــه -20از نمونــه، چهــار حجــم اســتون ســرد شــده در دمــاي 

گراد اضافه شد. مخلوط نمونه و رسوب دهنده براي مدت يـك   سانتي
  گـراد تيمـار شـد. سـپس، بـه مـدت        ي سـانتي  درجـه  -20ساعت در 

ــاي  15 ــه در دم ــه 4دقيق ــانتي درج ــتاب  ي س ــراد و ش  g 13000×گ
 ه و رسوب حاصـل بـا يـك حجـم    سانتريفيوژ شد و مايع رويي تخلي

استون سرد شستشو داده شد. جداسازي محتواي پروتئيني از مخلـوط  
گـراد و   ي سـانتي  درجـه  4دقيقه سانتريفيوژ در دماي  15با استفاده از 

  .)11( انجام و با حذف مايع رويي تكميل شد g 13000×شتاب 
به هر حجم از  متانول: -استون گيري رسوب با پروتئين تخليص

متانول (كه از قبل با نسبت حجمي  -حجم از مخلوط استون 8نمونه، 
گـراد خنـك شـده بـود)،      ي سـانتي  درجه -20تهيه شده و در  1به  8

افزوده شد. مخلوط نمونه و رسوب دهنده براي مـدت يـك شـب در    
گراد تيمار شد. سپس، محتواي پروتئيني با اسـتفاه   ي سانتي درجه -20
  گـراد و دور   ي سـانتي  درجـه  4هـا در   قه سـانتريفيوژ نمونـه  دقي 30از 
×g 13000  11(از مخلوط جدا شده، مايع رويي دور ريخته شد(.  

مخلوط رسوب استون:  -TCA گيري رسوب با پروتئين تخليص
درصد حل شده در استون بود.  TCA 20دهنده در اين روش، محلول 

 شـده  خنـك  گـراد  سـانتي  ي درجه -20 دماي اين محلول از قبل و در
 )W/V يا Weight/volume( غلظت تا دهنده رسوب مخلوط به. بود

هر حجم از نمونه با  .افزوده شد )Dithiothreitol )DTTد درص 2/0
حجم از اين محلول به خوبي مخلوط شـد و يـك شـب در دمـاي      9

گراد تيمـار گرديـد. پـس از گذشـت ايـن زمـان،        ي سانتي درجه -20
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  هـا در دمـاي    دقيقه سـانتريفيوژ نمونـه   20هاي خالص شده با  پروتئين
 از مخلـوط جـدا و مـايع    g 13000×گـراد و دور   ي سـانتي  درجه 20

، سه TCAرويي دور ريخته شد. رسوب حاصل، به منظور حذف كامل 
 درصـد  10درصد حجمـي اسـتون،    90بار با محلول شستشو كه حاوي 

  .)11(بود، شسته شد  DTTدرصد وزني  02/0حجمي آب و 
گيري با هر يـك از   پس از رسوب :ينيپروتئ هاي رسوب انحلال

شـده در مقـادير     هاي پروتئينـي خـالص   گفته، رسوب هاي پيش روش
  ) W/Vمـولار تيـوره، (   2مولار اوره،  7مناسبي از بافر انحلال (حاوي 

درصد آمفوليت)  V/V (2و ( DTTمتر  ميلي CAHPS ،100درصد  4
تعيـين   Bradfordي اول بـا اسـتفاده از روش    حل و در پايان مرحلـه 

  غلظت شدند.
پروتئــوم تخلــيص شــده از ســه روش  دو بعــدي: الكتروفــورز

بـه   گفته با استفاده از سيستم الكتروفورز دو بعدي تفكيك گشت. پيش
ي  هـا  ميكروگـرم از نمونـه   180اين منظـور، در بعـد اول جداسـازي    

  دهـي (حـاوي    ميكروليتر با بـافر بـازآب   300پروتئيني تا حجم نهايي 
درصـد   CHAPS ،0002/0درصـد   4مـولار تيـوره،    2مولار اوره،  7

  و  3-10درصـــــد حامـــــل آمفـــــوليتي  2بلـــــو،  بروموفنـــــول
ــي 12 ــي  ميكروليتر/ميلــ ــر هيدروكســ ــي ليتــ ــولفيد  لن دياتــ   ســ

)GE Healthcare،نيوجرسي آمريكا) مخلوط شدند و بر  ، پيسكتاواي
متـري   سانتي Immobilized pH gradient )IPG (17 روي نوارهاي

 هركولس،، Bio-Rad( 3-10ي  لگاريتمي در محدوده pHي  با گستره
به مدت يك ساعت در دماي اتاق انكوبه بارگذاري شدند و ) كاليفرنيا
هاي بارگذاري شده در نوارها سپس با اعمال ولتاژ در  پروتئين .گشتند

كي يتحت تأثير متمركزسازي ايزوالكتر Bio-Rad( IEF cellدستگاه (
  قرار گرفتند. 
باشند. پـس در دو   فاقد بار مي IPGهاي متمركز شده در  پروتئين

 سازي، با اي با استفاده از بافرهاي مخصوص متعادل دقيقه 20ي  مرحله
بـه  ) SDSيـا   Sodium dodecyl sulfateسديم دودسيل سـولفات ( 

تعادل رسيدند و بار لازم براي مهاجرت در بعد دوم را كسب كردنـد.  
آميـد   آكريـل  پلي متري سانتي 17هاي  به ژل IPG نوارهاي در بعد دوم،

ها بر اسـاس وزن مولكـولي    بار پروتئين درصد منتقل شدند تا اين  12
دقيقه و جريـان ثابـت    30آمپر براي مدت  ميلي 16تحت جريان ثابت 

ساعت از يكديگر تفكيك شوند. به منظـور   6آمپر براي مدت  ميلي 24
نيتـرات    آميـزي نقـره   ها و ظهور نقاط پروتئيني از رنگ آميزي ژل رنگ

  .)13( سنجي جرمي استفاده شد سازگار با طيف
آميزي شده بـا اسـتفاده از دانسـيتومتر     هاي رنگ تصوير نهايي ژل

)Bio-Rad (GS-800 افزار  و نرمQuantity One    اخذ و سـپس، بـا
مـورد تحليـل    ImageMaster 2D Platinumافـزار   اسـتفاده از نـرم  

  .كيفي قرار گرفت -كمي

  ها افتهي
بازيابي پـروتئين تـام، بـراي      داد كه بازده  هاي انجام شده نشان بررسي
ــتون  روش ــتون، اس ــاي اس ــانول و  -ه ــتون  -TCAمت ــهاس ــب  ب   ترتي
نانوگرم به  120/0 ± 005/0و  070/0 ± 002/0، 100/0 ± 001/0

 - TCAگيـري بـا    باشد. به اين ترتيـب، رسـوب   مي ازاي هر سلول
اســتون بــالاترين بــازده بازيــابي را بــين ايــن ســه روش بــه خــود 

تواند به معناي اين باشـد كـه در    دهد. اين نتيجه، مي اختصاص مي
هـاي بـازي در    عين حال كه روش توانسـته اسـت سـهم پـروتئين    

سـبب   TCAرسوب پروتئينـي را افـزايش دهـد (ماهيـت اسـيدي      
هـاي بـازي در رسـوب گـردد)، سـهمي از       هشت بيشتر پـروتئين ن

تواننـد بـه دليـل     كـه مـي   Hs578Tهاي  هاي اسيدي نمونه پروتئين
گيري از نمونه حـذف   بعد از رسوب TCAتمايل به محيط اسيدي 

گردند نيـز كوچـك بـوده و همـين عامـل، باعـث افـزايش تعـداد         
  ي مربوط شده است. هاي پروتئيني در نمايه لكه

 ،Hs578Tهـاي   ي سلول ي دو بعدي پروتئوم تخليص شده ايهنم
قابل مشاهده اسـت.   1كه به سه روش مختلف تيمار شدند، در شكل 

گيري  شود، تخليص پروتئين با روش رسوب طور كه مشاهده مي همان
TCA- تـر بـوده    هاي عمودي و افقي موفق گي استون در حذف كشيد

دهنـده، نقـش مـؤثري در حـذف       است. محتواي اسيدي اين رسـوب  
هـاي   گـي  هاي نوكلئيك كه عاملي بـراي بـروز كشـيد    ها و اسيد چربي

هـاي دو بعـدي هسـتند، دارد و از دو روش     عمودي و افقي در نمايـه 
  نمايد. تر مي ديگر مناسب

افـزار   نتايج مربوط به شمارش نقاط پروتئينـي بـا اسـتفاده از نـرم    
ImageMaster  پنل راست) نيز نشان دادند كه تعداد نقاط  -1 (شكل

، 1299 ± 9ي استون،  دهنده با استفاده از رسوب پروتئيني در بستر ژل 
و با استفاده  1698 ± 14متانول،  -ي استون دهنده با استفاده از رسوب 

باشـد. بنـابراين،    ، مـي 1973 ± 17استون،  -TCAي  دهنده از رسوب 
هـاي بـازي، كارآمـد     سازي پروتئين ون در غنياست -TCAتخليص با 

هـاي   باشد؛ هر چند كه تا حدي سبب حذف و/يا تضعيف پروتئين مي
 است. اسيدي شده 

  
  بحث

هـاي   تحقيقـاتي پـژوهش    در اين پژوهش، با هدف افـزايش بـازده  
ــه     ــار بهين ــتين ب ــراي نخس ــتان، ب ــرطان پس ــا س ــرتبط ب ــازي  م   س

در  Hs578Tي  هـاي رده  ي الكترفورز دو بعدي سلول الگوي نمايه
ــه در      ــان ك ــور، آن چن ــن منظ ــه اي ــت. ب ــرار گرف ــار ق ــتور ك   دس

  هـاي پيشـين بـه تفصـيل شـرح داده شـد، تـأثير سـه روش          بخش
ــودگي   ــذف آل ــوم ح ــي     مرس ــورد بررس ــي م ــر پروتئين ــاي غي   ه

  قرار گرفت. 
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، Hs578Tهاي  سلول هاي دو بعدي از پروتئوم . تصاوير ژل1شكل 

دانسيتومتر گيري كه با استفاده از  هاي مختلف رسوب تخليص شده با روش
GS-800 افزار  و نرمQuantity one و اند (پنل سمت چپ)  اخذ شده
   ImageMaster 2D platinum افزار نرم ها با استفاده از آناليز آن

هاي  هاي حاصل از روش ها به ترتيب نمايه (پنل سمت راست). شكل
استون را به  -TCAمتانول و ج)  -گيري الف) استون، ب) استون رسوب

  گذارند. نمايش مي

  

ــه ــوم     يافت ــيص پروتئ ــه تخل ــد ك ــان دادن ــا نش ــا  Hs578Tه   ب
TCA- هـاي   استون از نظر ميزان بازيابي پروتئوم تام، حذف كشيدگي

ي دو  افقي و تعداد نقاط پروتئيني قابـل مشـاهده در نمايـه   عمودي و 
  ها كارآمدتر است. بعدي، از ساير روش

ــاط  ايــن روش،  ــام و نق ــروتئين ت ــابي پ ــزان بازي بيشــترين مي
ي دو بعدي را نيز دارد، امـا اغلـب نقـاط پروتئينـي      پروتئيني نمايه

ي كه تعداد قابـل تـوجه   داراي غلظت بسيار پاييني هستند تا جايي 
افـزار آنـاليز تصـوير قابـل شناسـايي       ي نرم ها، تنها با استفاده از آن
اي  توان بيان كرد كه در پروتئوميك مقايسه باشند. از اين رو، مي مي

در حـالي كـه در روش   استون بسيار كارآمد اسـت؛   - TCAروش 
ها كمتـر اسـت، امـا بيشـتر      متانول، اگر چه تعداد پروتئين - استون

د و از غلظـت بـالايي برخوردارنـد. بنـابراين،     باشـن  نقاط قوي مـي 
چنانچه هدف، انجام آناليز سرولوژيكي پروتئـوم باشـد كـه در آن    
 - غلظــت نقــاط پروتئينــي اهميــت دارد، اســتفاده از روش اســتون

  .گردد متانول پيشنهاد مي
  

  تشكر و قدرداني
اين مطالعه، بخشي از يـك طـرح تحقيقـاتي ثبـت شـده در معاونـت       

 94-05-31-26849دانشگاه علوم پزشكي ايران با كد ثبتـي  تحقيقات 
 .گردد باشد. بدين وسيله، از آن معاونت محترم قدرداني مي مي
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Abstract 

Background: In spite of the wide use, low proteome coverage and fuzzy patterns are the most important 
deterrents for the clinical applications of gel-based proteomic studies. So herein, we tried to increase the 2-
dimentional proteome coverage of Hs578T breast cancer cells via investigating the efficacy of the three common 
techniques, usually used for interfering removal.  

Methods: Hs578T cells were incubated in a lysis solution to obtain raw cell extracts. Cellular soups of each 
extraction were then pooled, homogenized, and aliquoted to be further treated by three different protein-specific 
purification methods including acetone, acetone-methanol, and trichloroacetic acid (TCA)-acetone, each in 
triplicates. All the purified protein pellets were then dissolved in a standard rehydration buffer solution, loaded 
into the 17-cm immobilized pH gradient (IPG) strips, and separated according to their isoelectric points. Proteins 
were then separated once more according to their molecular weights in an O'Farrell separation system. Finally, by 
the visualization of the protein spots on the 2-dimentional profiles, quality and quantity of these 2-dimentional 
proteome patterns were then analyzed using the ImageMaster software. 

Findings: The obtained proteome recovery yields and total protein counts for acetone, acetone-methanol, and 
trichloroacetic acid-acetone methods were 0.100 ± 0.001, 0.070 ± 0.002, and 0.120 ± 0.005 ng/cell, and 1299 ± 9, 
1698 ± 14 and 1973 ± 17, respectively. The results represent data obtained from three independent experiments. 

Conclusion: Trichloroacetic acid-acetone purification not only represented the highest recovery yield, suitable 
for expensive assays, but also showed the most suitable proteome coverage. So, the method is recommended for 
the comparative proteomic studies. However, the acetone-methanol procedure is more recommended for 
serological proteome analysis (SERPA); since it represents stronger protein spots which are more fitted to the 
immunoblotting procedure. 
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