
Modares Journal of Biotechnology. 2018;9(1):79-92

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2018, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Production of Recombinant Human Growth Hormone 
and Future Challenges

[1] Bioreaction ... [2] Proteomics ... [3] Growth hormone  ... [4] High-level production ... [5] Production of 
... [6] Thermodynamics ... [7] Recombinat human ... [8] The isolation ... [9] History and  ... [10] Creutzfeldt-
Jakob ... [11] Iatrogenic Creutzfeldt ... [12] Periplasmic  ... [13] Efficient processing ... [14] Human growth  
... [15] Direct expression ... [16] Recombinant ... [17] Comparison of ... [18] Recombinant  ... [19] 
Biosynthesis ... [20] The many faces  ... [21] Growth hormone  ... [22] Efficient secretion ... [23] A new 
human ... [24] Expression ... [25] Expression ... [26] Glutamic acid ... [27] Production ... [28] Expression ... 
[29] Efficient ... [30] Pseudomonas ... [31] Purification ... [32] Enhancing ... [33] Recombinant ... [34] 
Production  ... [35] High-level  ... [36] Construction of   ... [37] Expression ... [38] Use of bacteriocin  ... [39] 
Optimization ... [40] Purification  ... [41] Periplasmic ... [42] Using L-arabinose  ... [43] The over ... [44] 
Heat-induced ... [45] Growth kinetics ... [46] Evaluation ... [47] High throughput ... [48] Arabinose ... [49] 
Optimization ... [50] Complete ... [51] Periplasmic ... [52] Growth hormone ... [53] High–level ... [54] 
Extracellular ... [55] Construction ... [56] Processing  ... [57] N-terminal ... [58] Efficient processing ... [59] 
Predicting the  ... [60] Raman spectroscopic  ... [61] High pressure ... [62] Solubilization ... [63] Improved 
... [64] Protein refolding  ... [65] Preparative protein   ... [66] Solubilization  ... [67] Inhibition of ... [68] 
Solubilization of  ... [69] Isolation renaturation ... [70] Effect of  ... [71] Practical ... [72] Export and  ... [73] 
Production of ... [74] Periplasmic secretion  ... [75] Single-step ... [76] High-yield ... [77] Protein secretion   
... [78] Engineering ... [79] Recombinant ... [80] Human growth  ... [81] High-level  ... [82] An immunoligand  
... [83] Small peptide  ... [84] The affinity  ... [85] Current and ... [86] Optimization of immobilized  ... [87] 
Immobilized metal ... [88] Production of  ... [89] Immobilized metal-ion  ... [90] Affinity purification  ... [91] 
Introduction of  ... [92] Production of   ... [93] A novel expression ... [94] Affinity purification   ... [95] Human 
growth  ... [96] A relationship ... [97] Isolation of four isomers  ... [98] Hydrophobic adsorbants  ... [99] The 
role of ... [100] Growth-associated ... [101] Solubilization  ... [102] High-level expression  ... [103] Kinetics 
of inclusion  ... [104] Refolding of   ... [105] Expression system  ... [106] Influence of ... [107] Effect of co-
substrate  ... [108] Development of  ... 

Introduction Growth hormone is a non-glycosylated polypeptide strand of the pituitary 
glands of all vertebrates that has a wide range of biological activities and considering the 
importance of this hormone and its importance and diverse therapeutic applications in 
medicine, its recombinant production can be of great importance. In recent decades, protein 
engineering and genetic engineering have resulted in a high level of expression and production 
of this protein in a variety of hosts, including Escherichia coli bacteria using new techniques 
and methodes, hormone purification and assay are carried out easily. Therefore, the aim of this 
review was to investigate the production of recombinant human growth hormone (rhGH) and 
future challenges.
Conclusion One of the problems of the expression and purification of the human growth 
hormone may involve that maybe noted the production of inclusion bodies in the expression 
of recombinant proteins in the cell cytoplasm, the contamination caused by host proteins, low 
protein recovery from these inclusion bodies, low protein secretion into the Periplasmic space, 
high cost of production, especially in Purification stage and so on. Due to the lack of need for 
glycosylated hormone and high efficiency and simplicity of work, bacterial systems, especially 
Escherichia coli, are the most economical and effective systems for the expression of heterologous 
proteins. The hormone purification stage is usually the most costly process. Therefore, an 
optimal design for achieving the highest target protein recovery with the elimination of all 
contamination from the final product and reducing the purification step is required.
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و  کیژنت یمهندس یموسسه مل ،یطیمح ستیو ز یصنعت یوتکنولوژیگروه ب
  رانیتهران، ا ،یوتکنولوژیب
  

  چکيده
های  پپتید غیرگلیکوزیله ترشحی از سلول یک رشته پلی ،هورمون رشد مقدمه:

ی را دارا زیست های که تنوع وسیعی از فعالیت استداران  غدد هیپوفیز همه مهره
بوده و با توجه به اهمیت این هورمون و کاربردهای درمانی مهم و متنوع آن در 

درجه اهمیت بالایی برخوردار باشد. در تواند از  پزشکی، تولید نوترکیب آن می
که میزان است مهندسی پروتئین و مهندسی ژنتیک سبب شده  ،های اخیر دهه

های مختلفی از جمله باکتری  بالایی از سطح بیان و تولید این پروتئین در میزبان
سازی و سنجش هورمون  های جدید، خالص و با تکنیک شودحاصل  اشریشیاکلی
 بنابراین هدف پژوهش مروری حاضر، بررسی تولید انجام گیرد. آسانی تولیدی به
  رو انجام گرفت. پیش های چالش و (rhGH)نوترکیب  انسانی رشد هورمون
 انسانی هورمون رشد تخلیص و بیان مسیر از جمله مشکلاتی که درگیری:  نتیجه
سیتوپلاسم های نوترکیب در  ای در بیان پروتئین توان به تولید اجسام توده می
های میزبان، ریکاوری پایین پروتئین از  های ناشی از پروتئین ها، آلودگی سلول

پلاسمی، هزینه بالای تولید  ها به فضای پری ها، ترشح کم پروتئین این توده
شدن  علت عدم نیاز به گلیکوزیله مخصوصاً در مرحله تخلیص و غیره اشاره کرد. به

مخصوصاً  ی باکتریاییها و سادگی کار، سیستم این هورمون و نیز راندمان بالا
های  بیان پروتیئندر ها  ترین و موثرترین سیستم اقتصادی اشریشیاکلی
کارآمدترین  اشریشیاکلیتوان عنوان کرد که باکتری  هستند و می هترولوگ

سازی  میزبان برای تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب است. مرحله خالص
ین رو یک ا ازشود.  ترین مراحل تولید محسوب می ینههورمون معمولاً پرهز
منظور داشتن بالاترین میزان ریکاوری پروتئین هدف همراه با  طراحی مطلوب به
  مورد نیاز است.و کاهش مراحل تخلیص ها از محصول نهایی  حذف همه آلودگی

 ک،یژنت یمهندس ب،ینوترک یدارو ز،یپوفیغدد ه د،یپپت یهورمون رشد، پل ها: کلیدواژه
  یاکلیشیاشر یباکتر
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  ۰۵/۰۸/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه
که در بدن از  هستندهای طبیعی  داروهای انسانی، بیومولکول

شوند.  ها مشتق می ها و لیمفوکین بادی ها، آنتی ها، آنزیم هورمون
های  چهره پزشکی مدرن را در دهه ،نوترکیبهای درمانی  پروتئین

های متعدد  طور پیوسته سبب درمان بیماری گذشته تغییر داده و به
شده  های درمانی نوترکیب شناخته اند. از پروتئین العلاج شده و صعب

توان به  می ،شوند صورت تجاری تولید می در بازار جهانی که به
یا رمون رشد انسانی ، هوα، اینترفرون (EPO)اریتروپوئیتین 

کننده پلاسمینوژن  ، انسولین انسانی و فعال(hGH)سوماتروپین 
ها اکثراً ماهیت پروتئینی داشته و  اشاره کرد. هورمون (tPA) بافت
های شیمیایی از یک سلول (یا گروهی از  رسان عنوان پیام به

ها  اند. هورمون ص یافتهیهای هدف تخص ها) به سلول سلول
توانند سبب تحریک  سیاری در بدن انسان دارند و میعملکردهای ب

سازی یا جلوگیری  رشد یا ممانعت از آن، القا یا توقف آپوپتوز، فعال

هایی  شوند. با پیشرفت بدن وساز سوخت از سیستم ایمنی و تنظیم
نوترکیب اتفاق افتاده است، اکنون تولید این   DNAکه در تکنولوژی

غیر از منبع طبیعی آنها  زنده، موجودهای زیستی در یک  بیومولکول
کردن ژن مسئول تولید  وسیله کلون این کار به. [1]پذیر است امکان

متفاوت  زنده موجودهای مطلوب در داخل ژنوم یک  بیومولکول
  شود. انجام می
hGH کوچک است که توسط  ای زنجیره یک پپتید تک

های اسیددوست بخش جلویی غده هیپوفیز که حدود  سوماتوتروف
ساخته شده و سپس در جریان  ،دهند % از غده را تشکیل می۵۰

قرارگرفته در یک گروه  GHNوسیله ژن  به hGHشود.  خون رها می
‐GH	OR	GH2و  GH‐N	OR	GH )GH1ژن  دوتایی ژنی حاوی  ۵
Vکوریونیک ه سوماتوماموتروپینژن کدکنند ۳تا  ۲علاوه  ) به 

	Chorionic) مربوطه Somatomammotropin)  روی بازوی
شود و دارای طیف وسیعی از عملکردهای  کد می ۱۷بلند کروموزوم 

 ،از این هورمون در بدن وجود دارد شکلچندین  .[3	,2]است زیستی
ل آمینواسید با وزنی معاد ۱۹۱دارای  (hGH1)اما نوع غالب آن 

هلیکس با دو پل  -ساختار آلفا چهارکه در  استکیلودالتون ۲۲
(لوپ بزرگ) و  ۱۶۵و  ۵۳سولفیدی بین آمینواسیدهای  دی

و  [5	,4]شود میبندی  (لوپ کوچک) بسته ۱۸۹ و ۱۸۲آمینواسیدهای 
کننده  و همچنین نقش تعدیلاست مسئول رشد بعد از تولد 

وژن و مواد معدنی را ها، لیپیدها، نیتر کربوهیدارت وساز سوخت
صورت تجاری  بوده که به HGHدارد. این هورمون تنها عضو خانواده 

رشد نوترکیب انسانی تولیدشده در  یها تولید شده است. از هورمون
	Seronoبه سایزن و سروستیم ( توان سطح جهان می
Laboratories) ؛ ایالات متحده)، ژنوتونرمPharmacia ؛ ایالات

	Eli؛ ایالات متحده)، هوماتروپ (Genetechنوتروپین (متحده)، 
Lilly) ؛ ایالات متحده) و نوردیتروپینNovo	Nordisk ؛ ایالات

های نوترکیب از نظر پایداری در  این هورمون .اشاره کرد متحده)
) و عموماً Cº۸ -۲هفته در  ۲محلول دارای محدودیت هستند (برای 

  .[6]شود یودت نگهداری مبر در هشد به روش خشک
 سال بار در هورمون رشد تولیدشده توسط غده هیپوفیز، برای اولین

و  لیسپس  ،[7]ه استتوصیف شد لانگو  ایوانس وسیله به ۱۹۲۱
. [8]ندا ههورمون رشد انسانی را جداسازی کرد ۱۹۴۴در سال  ایوانس

 عنوان از آن به، ۱۹۶۰بار در دهه  ، برای اولینhGHبعد از جداسازی 
. در آن [9]استفاده شدکاری هیپوفیز  درمان کوتاهی قد ناشی از کم

فقط باید از غدد هیپوفیز  بالینیزمان، هورمون رشد برای استفاده 
استفاده از هورمون رشد انسانی . آمد بعضی اجساد به دست می

 ارتباط آن با بیماری با اثبات ،شده از غده هیپوفیز قدامی مشتق
	,10]ممنوع شد اکوبجکروتزفلد بنابراین نیاز ضروری به تولید  ،[11

های مهندسی ژنتیک احساس  این هورمون با استفاده از تکنیک
نوترکیب، تولید ایمن و در مقیاس بالای  DNA فناوریشد. 

، ناهمگنهای مختلف  هورمون رشد انسانی نوترکیب را در سیستم
 انسانیی) بیمار تولید (عوامل های انتقال پاتوژنریسک بدون 

	,12]ه استتسهیل کرد های  وسیله مهندسی ژنتیک، ژن . به[13
ابتدا  hGHکدکننده  cDNAجداسازی و  hGHمسئول برای تولید 

عنوان میزبان برای تولید هورمون نوترکیب کلون  ها به در باکتری
بار هورمون  برای اولین ۱۹۷۹ سال درو همکاران  گودل. [14]شدند

 ،۱۹۸۵و همکاران در سال  گریو  [15]رشد انسانی نوترکیب را تولید
)	Escherichia اشریشیاکلیوسیله  را در فرم طبیعی به hGHاین 
coli) ۱۹۸۵سال  نهایت در و در [12]ندا هعنوان میزبان تولید کرد به ،
hGH  [9]ار گرفتمورد تایید قر بالینینوترکیب برای استفاده.   
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شامل زیستی هورمون رشد انسانی تنوع وسیعی از عملکردهای 
 ها، وساز پروتئین ، سوخت[16]سنتز پروتئین، تکثیر سلولی

، تحریک تقسیم و [17]، رشد و مصونیتهاو لیپید ها کربوهیدرات
شدن  های غضروفی، افزایش رسوب کلسیم و معدنی تکثیر سلول

هر اندامی از بدن انسان، افزایش استخوان، تحریک رشد سلول در 
سنتز  تحریکشده،  های تخریب وساز، ترمیم سلول سوخت
ها، تحریک سیستم ایمنی،  ها، کاهش تجزیه پروتئین پروتئین

افزایش تجزیه لیپیدها، افزایش انتقال گلوکز، بهبود مثبت تعادل 
  .[18]نیتروژن و افزایش زیاد در جذب آمینواسید را بر عهده دارد

کاری  علاوه از این هورمون در درمان کوتاهی قد ناشی از کم به
م ترنر، بزرگسالان با نقص وهیپوفیز، نارسایی مزمن کلیه، سندر

استفاده  (HIV) ایمنی کمبود اکتسابی نشانگانهورمون رشد یا 
. همچنین، هورمون رشد انسانی برای درمان [19]شود می

خوان مورد استفاده ها و شکستگی است ها، خونریزی زخم سوختگی
	,16]قرار گرفته است براساس مطالب ذکرشده، پژوهش  .[21‐19

نوترکیب  انسانی رشد هورمون مروری حاضر با هدف بررسی تولید
(rhGH) رو انجام گرفت. پیش های چالش و  

  
ه در تولید هورمون شد های مختلف استفاده میزبان
	نوترکیب

بار  تولید هورمون رشد نوترکیب اولین ،همان طور که عنوان شد
اشریشیاکلی وسیله باکتری  به ۱۹۷۹ و همکاران در سال گودِل توسط

های بیانی دیگری  ، میزباناشریشیاکلی. علاوه بر [15]انجام گرفت
	Bacillus)سوبتیلیس  باسیلوس مانند subtilis) [22‐24] 

	Saccharomyces)	[25]سرویزیه  ساکارومایسس انندها م یوکاریوت
cerevisiae) ،پیکیاپاستوریسمتیلوتروپیک  مخمر (Pichia	
pastoris)  با توانایی انجام تغییرات بعد از ترجمه و ظرفیت ترشح

	,19]بالا  (Pseudomonas)سودوموناس نژادهای نوترکیب  ،[29‐26
 هامسترهای تخمدان  سلول های پستانداران مانند سلول، [30	,25	,23]

هورمون رشد برای تولید  [32]ها باکلوویروسو  [31] (CHO)چینی 
رسد  اند. به نظر می مورد استفاده قرار گرفتهانسانی نوترکیب 

 ساخت زیستترین میزبان برای  مناسب ،های پستانداران سلول
% ۷۰تا  ۶۰. حدود [31]هورمون رشد انسانی نوترکیب باشد

ران تولید های پستاندا های دارویی نوترکیب در سلول پروتئین
دسترس، امروزه  های سلولی در رغم فراوانی رده . علی[33]اند شده

 CHOهای  های درمانی نوترکیب توسط سلول % پروتئین۷۰حدود 
های سلولی دیگری مانند رده سلولی  رده البتهاند.  ساخته شده

 ، کلیه کودک همستر (NSO)شده از ملانومای موشی  مشتق
(BHK)کلیه جنین انسان ، (HEK‐293) های شبکیه  و سلول

  .[34]انسان نیز در این زمینه کاربرد دارند
های نوترکیب  را برای تولید پروتئین CHOهای  هایی که سلول ویژگی
حالت معلق در  عبارت از توانایی کشت به د،کن میمناسب  انسانی

جای حالت چسبیده، قابلیت اصلاحات ژنتیک  تراکم بالا به
میزان  خارجی را داده و به DNAازه ورود و بیان ای که اج گونه به(

، قابلیت تولید پروتئین )کند زیادی پروتئین خارجی را بیان می
برای فعالیت (صورت گلیکوزیله، انجام اصلاحات پس از ترجمه  به

ای که هیچ  گونه ها به بودن سلول و ایمن )زیستی پروتئین لازم است
. از طرف ، استافزاید ه نمیماده سمی اضافی به پروتئین تولیدشد

زای  ویروس بیماری ۴۴که  ه استای مشخص شد دیگر در مطالعه
نزا، فلج اطفال، آ، آنفلوHIVانسانی که انواع مهم آن عبارت از 

قابلیت همانندسازی در این رده سلولی را ندارند.  س،سرخک و هرپ

 ،آمده طی دو دهه اخیر دست شده و تجربیات به براساس موارد گفته
های درمانی  آزمایشات ایمنی سازمان بهداشت جهانی، پروتئین

که امروزه  صورتی به ،کند تولیدشده توسط این رده سلولی را تایید می
به بیش  CHOهای  فروش سالانه محصولات تولیدشده توسط سلول

علت  . اما به[33]میلیارد دلار در سرتاسر جهان رسیده است۳۰از 
های نوترکیب پستاندار و نیز  ظ ثبات سلولبودن استقرار و حف مشکل

های جذابی برای تولید هورمون رشد  ها سیستم بازده کم، این سلول
 و نیز مزایای CHOهای  باتوجه به محدودیت سلول اند. انسانی نبوده

، اغلب برای تولید هورمون رشد انسانی اشریشیاکلی باکتری
علت اینکه  واقع بهدر . استفاده شده است این باکتری نوترکیب از

هورمون رشد انسانی غیرگلیکوزیله است و نیاز به تغییرات پس از 
های بیانی پروکاریوتی از  شدن ندارد، سیستم ترجمه مثل گلیکوزیله

منظور تولید این هورمون ترجیح داده  به اشریشیاکلیقبیل 
  .[38‐35	,15]شوند می

بیان این  برای اشریشیاکلیهای زیادی از  تاکنون در پژوهش
	,4]هورمون استفاده شده است 12,	 13,	 15,	 ها،  در این پژوهش. [51‐35

عنوان  تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب در محیط کشت، به
پلاسمیک  در سیتوپلاسم و در فضای پری ای توده اجسام

لی که در ییکی از مسا مورد مطالعه قرار گرفته است. اشریشیاکلی
با آن مواجه  اشریشیاکلینوترکیب در  بیان هورمون رشد انسانی

وجود اسیدآمینه متیونین در ابتدای پروتئین است.  ،شویم می
طور  های ترشحی یوکاریوتی، هورمون رشد به مشابه دیگر پروتئین
متیونین در انتهای آمین خود است، اما هنگامی  طبیعی فاقد فرمیل
وند، معمولاً ش ها در سیتوپلاسم باکتری تولید می که این پروتئین

 اسیدآمینه .[10]دارند خود نگه می متیونین را در انتهای آمین فرمیل
 (Met‐hGH) متیونین سمت پایانه آمین هورمون رشد انسانی

 فضای( پلاسمی ترتیب در سیتوپلاسم و فضای پری که به hGHو
برای  ،شوند ترشح می اشریشیاکلی )سلولی دیواره غشا و میان

 شکلای در دسترس هستند. هر دو  طور گسترده استفاده بالینی به
شده از غده  دارای فعالیت درمانی بوده که معادل پروتئین مشتق

  .[38	,17]هیپوفیز هستند
که اسیدآمینه متیونین در سمت پایانه آمین است گزارش شده 

ممکن است در تولید  (Met‐rhGH) هورمون رشد انسانی نوترکیب
نقش  ،شوند بادی در بیمارانی که با هورمون رشد درمان می آنتی

چندین روش مورد  ،. برای غلبه بر این مشکل[52]داشته باشد
و حذف  [54	,53	,30]استفاده قرار گرفته است که شامل ترشح هورمون

. [23]شده به سمت آمین انتهایی است آنزیمی قسمت اضافی ملحق
متیونین انتهای آمین از پروتئین بالغ،  ل برای حذف فرمیلیک راه ح

پلاسمی باکتری میزبان با استفاده از  ترشح پروتئین به فضای پری
ای، بیان  طور مثال در مطالعه مناسب است. بهرسان  پپتید پیام یک
 القاشده با اشریشیاکلیدر سیستم بیانی  rhGHپلاسمی  پری
 pelBمجهز به سیگنال پپتید  لاکتوزو  (IPTG)ید زنوالاکتوپیرگا

پلاسمی هورمون  بیان پری یدر مطالعه دیگر .[55]گزارش شده است
سیگنال پپتید مصنوعی به یک با استفاده از  مخمررشد انسانی در 
همچنین مشخص شده است که متیونین  .[56]دست آمده است

ژنین، آرکه اسیدآمینه دوم آنها های طبیعی  انتهای آمین در پروتئین
 است آسپاراژین، گلوتامین، ایزولوسین، لوسین، لیزین یا متیونین

شوند  نامیده می (Penultimate) رزیدیوی پنالتیمیتکه 
 رزیدیویدر مقابل هنگامی که  .ماند نخورده باقی می دست

های آلانین، گلایسین یا ترئونین و والین  ، اسیدآمینهپنالتیمیت
‐Metشود. در  ارآمدی حذف میطور ک است، متیونین آغازین به

rhGHآلانین است که نشان داده شده  ، دومین اسیدآمینه فنیل
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همان طور که . [57]نیستمتیونین موثر  که روی حذف فرمیلاست 
بیان هورمون رشد انسانی نوترکیب در  ذکر شد، در مطالعات مختلف

پلاسمیک  محیط کشت در سیتوپلاسم سلولی و در فضای پری
مطالعه قرار گرفته است که هر کدام در مرحله بیان و  سلولی مورد

در پژوهش تخلیص مسایل و مزایا و معایب خاص خود را دارند که 
  حاضر به آن پرداخته شد.

  
  بیان سیتوپلاسمی

های نوترکیب بسیار  که در تولید پروتئین اشریشیاکلیدر باکتری 
بیان یک پروتئین  در اکثر موارد بیش ،مورد استفاده قرار گرفته است

تاخورده های تاحدی  باعث تجمع و انباشتگی پروتئین ،نوترکیب
. در بیان سیتوپلاسمی، [47]شود سلولی می های درون صورت توده به

بیان ژن در سیتوزول را دچار اختلال  ای، تودهتشکیل اجسام 

بیان  طور کلی به بیش به های پروتئینی این توده. تشکیل [58]کند می
ها)  هایی که فاقد عناصر لازم (از جمله چاپرون ها در سلول نپروتئی

نسبت داده  ،شکل طبیعی هستند ها به برای تاخوردن پروتئین
بیان  های خود باکتری نیز هنگامی که بیش شود. البته پروتئین می
. تشکیل [39]کنند تجمع پیدا می ای تودهصورت اجسام  به ،شوند می

های نوترکیب در فرم  تولید پروتئین اختلال دراین اجسام سبب 
شود. ویژگی  می اشریشیاکلیفعال زیستی و قابل حل در میزبان 

وجود ساختار ثانویه مشابه  ای، تودههای پروتئینی در اجسام  توده
شده و مقاومت آنها به تجزیه  فرم طبیعی پروتئین بیان

ا ت ۵/۰از ها  این توده. همچنین اندازه [39]پروتئولیتیک است
با  ومیکرومتر ۶۴/۰طور میانگین  میکرومتر متغیر بوده که به۷/۰

به دست  (SEM) روبشی و (TEM)عبوری میکروسکوپ الکترونی 
   .)۱(شکل  [47]است مورد تایید قرار گرفته دستگاه زتاسایزرو با  آمده

  

  
  خالص rhGHای  تصاویر اجسام توده) ۱شکل 

a : ای تودهتصوير اجسام rhGH شده با ميکروسکوپ  خالص گرفتهTEM  
b:  ای تودهتصوير اجسام rhGH شده با ميکروسکوپ  گرفتهSEM  

  
  کند. سازی آنها از سلول را تسهیل می همین عامل، خالص
نیروهای غالب  گریزی، آبو  های یونی ارتباط که مشخص شده است

بیان آنها در باکتری  طی بیش rhGH ای تودهمسئول تشکیل اجسام 
 ۸۱. در پژوهشی، آنالیز آماری از ترکیب [39]هستند اشریشیاکلی
آیند  درمی اشریشیاکلیدر  ای تودهشکل اجسام  به برخیپروتئینی که 

 ۶که است نشان داده کنند،  را تولید نمی های پروتئینی توده برخیو 
 دوستی، آب پرولین، و سیستئین های بخش پارامتر متوسط بار،

 ها ترن که رزیدیوهایی شامل های بخش و ها اسیدآمینه کلی تعداد
(Turn) بوده با تشکیل این اجسام مرتبطدهند،  می تشکیل را 

 ای تودهشدت مرتبط با تشکیل اجسام  است. دو پارامتر اول به
ارتباط ضعیفی را نشان  ،پارامتر آخر چهارکه  هستند، در حالی

بینی احتمال  یک مدل برای پیش ایجادها برای  دهند. این یافته می
ای یک  منحصراً بر پایه ترکیب اسیدآمینه ای تودهتشکیل اجسام 

	,58]شود پروتئین استفاده می دلیل شرایط احیایی  همچنین به .[59
سولفیدی تشکیل  باندهای دی ،سیتوزول باکتریایی در حالت طبیعی

علت  جمع هورمون بهشود که ت می گیری نشده و بنابراین نتیجه
دلیل محیط  ه. از این رو ب[39]نبوده استسولفیدی  باندهای دی

های  های تجمعی پروتئین احیایی سیتوزول باکتری، تشکیل توده
ها مورد انتظار است. بنابراین  سولفیدی در این محیط دارای باند دی

های پستانداران که ساختار پیچیده سوم آنها به تشکیل  پروتئین
 ساختارممکن نیست در  ،سولفیدی وابسته است های دیباند
صحیح خودشان در سیتوپلاسم باکتریایی تولید فضایی) ( بُعدی سه
. همچنین از آنجایی که هورمون رشد نوترکیب الیگومر [58]شوند
تواند در حضور عوامل احیایی قوی مثل بتامرکاپتواتانول یا  نمی

توان نتیجه گرفت که هیچ باند  گلوتاتیون به مونومر تجزیه شود، می

 ای تودهسولفیدی مسئول تشکیل الیگومر در اجسام  کوالان دی
سولفیدی در الیگومرها  ن غیردیکوالا ست. وجود باندهاییهورمون ن

	,39]سنجی رامان گزارش شده است از طریق مطالعات طیف 60]. 
، تجمع rhGHسولفیدی در  رغم حضور دو باند دی همچنین علی

سولفیدی  علت تشکیل باند دی به تاخوردن مجدد وسیع پروتئین طی
علت قرارگرفتن در  ممکن است بهکه  نادرست مشاهده نشده بود

نشان  وسیداسیون کافی هوا طی فرآیند تخلیص باشد معرض اک
اکسیداسیون هوا اثر زیادی روی بازآرایش باندهای که دهد  می
  .[39]داشته استسولفیدی  دی

و بهبود  ای تودهرساندن تشکیل اجسام  حداقل چندین روش برای به
ها مورد استفاده قرار گرفته است که از آن  پروتئین صحیح تاخوردن
تر،  های باکتریایی در دمای پایین توان به رشد کشت جمله می

های  ، جایگزینی اسیدآمینهاشریشیاکلی مختلف ازنژادهای انتخاب 
ها، استفاده از تیوردوکسین  انتخابی، تولید همزمان چاپرون

تولید همزمان با  عنوان یک قطعه اتصالی یا به اشریشیاکلی
های  تحت استرس یها پروتئین مورد نظر، رشد و القای سلول

 کردن قندهای اسمزی در حضور سوربیتول و گلایسیل بتائین، اضافه
محیط کشت و استفاده  pHبه محیط کشت، تغییر  غیرقابل تخمیر

  .[58]ردوکتاز اشاره کرد های دارای نقص تیوردوکسین از سویه
  ای تودهاز اجسام  مورد نظرریکاوری پروتئین 

طی چند مرحله شامل  ای تودهریکاوری پروتئین فعال از اجسام 
و تخلیص تاخوردگی مجدد سازی،  ، محلولها توده این جداسازی
اجسام، سبب جداسازی آسان این تشکیل  .[47]گیرد انجام می

دناتوره شکل شده را در  ی بیانها و ریکاوری پروتئین شود می
 ای توده، از آنجایی که اجسام rhGH. در تولید [39]کند تسهیل می
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سازی و ریفولدینگ قبل از  محلول ،غالباً حاوی هورمون رشد هستند
داری  طور معنی گیرد و میزان ریکاوری پروتئین به تخلیص انجام می

از در بعضی  .[50]تحت تاثیر کارآیی این مراحل قبل از تخلیص است
بسیار  ی پروتئینیها تودهاین بازده کلی پروتئین فعال از  ،موارد

سازی اغلب پرهزینه و  و این فرآیندهای خالصاست پایین بوده 
های بسیاری برای افزایش کارآیی  بنابراین تلاش .گیر هستند وقت
عنوان یک روش برای بهبود ریکاوری  سازی و ریفولدینگ به محلول

  .[63‐61	,50]ای انجام گرفته است فعال از اجسام توده rhGHکلی 
صورت اجسام  شده به های بیان عموماً پروتئین: سازی محلول
های  های بالای حلال وسیله استفاده از غلظت به ای توده

از قبیل کائوتروپیک شوند. عوامل  سازی می محلولکائوتروپیک، 
	,39]های تیوسیانات و نمک (Gdn‐HCl) هیدروکلراید اوره، گوانیدین

47,	 64,	 از قبیل های مصنوعی)  (شویندهها  دترجنت ،[65
بروماید  آمونیوم متیل تری ستیل -ان، (SDS) سولفات دودسیل سدیم

(CTAB) سدیم  سارکوزین لوریل - ان و(NLS)  همراه با عوامل
طور  تیوتریتول یا سیستئین به احیایی مانند بتامرکاپتواتانول، دی

استفاده  ای تودههای اجسام  سازی پروتئین ای برای محلول دهگستر
ای گزارش شده است که  طور گسترده . همچنین به[39]شوند می

 pHوسیله  به اشریشیاکلیشده در  هورمون رشد بیان ای تودهاجسام 
تغییر در  pHاین تغییر  .[66	,39	,4]سازی شود تواند محلول قلیایی می

پایداری  عموماً  کند که را ایجاد می ها پروتئینتوزیع بار در مولکول 
و ممکن است به بازشدن دهد  میرا تحت تاثیر قرار  آنها

هورمون رشد انسانی به در مورد اما ، طبیعی منجر شودی ها پروتئین
ای از بازشدن تاخوردگی عمومی ساختار  رسد که هیچ نشانه نظر نمی

شده است که مشخص  . همچنین در پژوهشیثانویه دیده شود
هورمون رشد برای پروتئین مشابه  pHبازشدن تاخوردگی متاثر از 

  .[39]پذیر بوده است (هورمون رشد گاوی) برگشتانسانی 
pH  سازی  ) با اینکه به محلول۵/۱۲خیلی قلیایی (بالایrhGH  از
کند، اما باعث تخریب وسیعی در  کمک می های پروتئینی توده

رفتن  شخص شده است که ازبین. م[39]شود میهورمون رشد 
(اوره  ها سازی در غلظت بالای دناتورانت ساختار ثانویه طی محلول

مولار) و واکنش در میان ۶هیدروکلراید  مولار یا گوانیدین۸
هایی  شده منجر به تشکیل توده های پروتئینی دناتوره مولکول
این اتفاق عامل اصلی ریکاوری  اند، ها نشان داده شود که بررسی می

  .[67	,47	,39]است ای تودههای فعال از اجسام  پایین پروتئین
با اوره  ههمرا pH=۵/۱۲( برای حل این مشکل، دناتوراسیون ملایم

سازی و ریفولدینگ  ای برای محلول طور گسترده مولار) به۲
	,39]استفاده شده است ها این توده های پروتئین 47,	 این  .[62

حالت طبیعی را در  اساساً ساختار ثانویه مشابه ،سازی ملایم حلولم
حفظ و به کاهش تجمعات آنها طی ریفولدینگ کمک  ها پروتئین

	,47]کند می و غلظت  pHکه در این مقادیر است گزارش شده  .[66
سازی بالاتر هورمون رشد مشاهده شده است و  محلول ،اوره
ازی مقدار بیشتری از هورمون س کردن اوره بیشتر به محلول اضافه

سازی هورمون در بافر ذکرشده  افزایش محلول .ه استکمکی نکرد
دهنده وجود هر دو  باشد که نشان pHدر اثر اوره و هم هم تواند  می

است. از  ای تودههای یونی و هیدروفوبی در اجسام  اینتراکشن
توانند در این غلظت پایین از اوره دناتوره  ها نمی آنجایی که پروتئین

وسیله  ها به شوند، اوره احتمالاً فقط در جداسازی فیزیکی مولکول
غلظت پایین . [39]کند عمل میگریز  های آب ارتباطکردن  مختل

کویل  مولار) به کاهش تشکیل ساختارهای رندوم۲(اوره دناتورانت
 سازی منجر شده و بنابراین به بازده بالاتر ریفولدینگ ولطی محل
بدون  ای تودهدر نتیجه هورمون رشد از اجسام  ،[48]کند کمک می

شود. این  سازی می شدن ساختار ثانویه طبیعی خود محلول مختل
 ۵/۱۲برابر با  pH شده در سازی موضوع با آنالیز هورمون محلول

 نمایی دورنگسنجی فلورسانس و  وسیله طیف مولار به۲حاوی اوره 
  .[39]ه استمورد تایید قرار گرفت (CD) دورانی

حاوی اوره  ۵/۱۲برابر با  pHسازی هورمون در  در پژوهشی محلول
مولار اوره و SDS، ۱ %CTAB ،۸ %۱ مولار با بافرهای دیگر حاوی۲
مورد مقایسه قرار  ،۸برابر با  pH هیدروکلراید در مولار گوانیدین۶

سازی هورمون رشد به مقدار  که محلول هو مشخص شد است هگرفت
سازی در بافر تریس  . ماکزیمم محلوله استمشابهی انجام شد
تواند  که می ه استمشاهده شد SDS% ۱ حاوی دترجنت یونی

ها و  باشد که به یونیزاسیون پروتئین SDSعلت خصوصیت یونی  به
سازی با  محلولکند.  سازی هورمون رشد کمک می در نتیجه محلول

حالت اول  شده را به ساختار ثانویه پروتئین بیان CTABکمک 
وشوی زیاد  شستبه علت نیاز  اما استفاده از آن به ،[68]گرداند برمی

از مخلوط  CTABو مراحل اضافی کروماتوگرافی برای حذف 
دترجنتی است که به  SDS ،طور مشابه شود. به پروتئین اجتناب می

وشوی بیشتری برای  و به شست یابد می یمحکم اتصال ،پروتئین
حذف کامل این دترجنت از محلول پروتئینی نیاز است. بالابودن 

در همه بافرهای ذکرشده در  ای تودهاز اجسام  سازی هورمون محلول
ترین  احتمالاً غالب ،های هیدروفوبی که اینتراکشن دادبالا نشان 

اما  ،ها است پروتئین بیان ها طی بیش نیرو برای تجمع پروتئین
 ای تودهحضور پیوندهای یونی یا کوالان در تشکیل و ثبات اجسام 

که بیان  است همچنین مشخص شده .[39]توان نادیده گرفت را نمی
همیشه با تشکیل دایمر و الیگومر همراه  اشریشیاکلیهورمون در 

در  rhGHحضور دارند. جداسازی  ای تودهکه در اجسام است بوده 
pH کیلودالتون در ۴۴( قلیایی همیشه همراه با حضور دایمر بوده

SDS‐PAGE واست  ها این توده% از کل ۵-۸) که در حدود 
های کروماتوگرافی آنها را جداسازی کرد. در  توان با تکنیک می

مولار  میلی۱۰۰شده در تریس  سازی محلول ای تودهای اجسام  مطالعه
مولار با استفاده از کروماتوگرافی ۲حاوی اوره  ،۵/۱۲برابر با  pH در

سازی و  خالص ،تعویض یونی و کروماتوگرافی توسط ژل بیشتر
کروماتوگرافی توسط ژل حذف  وسیله بهدایمرها و الیگومرها 

  .[39]شدند
  ریفولدکردن پروتئین

مرحله بعدی  ،سازی شدند محلول ای تودهزمانی که اجسام 
شده بعد از اینکه  های محلول ها است. پروتئین ریفولدکردن پروتئین

ها  وسیله دیالیزکردن پروتئین ها به یا دیگر نمککائوتروپیک عوامل 
در بافرهای حاوی عوامل احیاکننده و اکسیدکننده حذف 

شکل طبیعی تا  دوباره به گیرد، میسازی انجام  یا رقیق [69]شوند می
 هایی مثل استون، استوآمید، اوره، د. اغلب، افزودنیخورن می
برای  (PEG)گلیکول  اتیلن پلیو  (DMSO) سولفوکساید متیل دی

های فعال مورد استفاده قرار  افزایش بازده تاخوردن پروتئین
ها عموماً در  . برای جلوگیری از تجمع، پروتئین[70]گیرند می

ین مطلب سبب افزایش شوند. ا های بسیار پایین ریفولد می غلظت
شود. در حقیقت،  سازی پروتئین ریفولدشده می زمان فرآیند خالص

مربوط به ریفولدینگ  ای، تودههزینه اصلی ریفولدینگ اجسام 
آمدن بر این  قیبرای فا .[47]های کم پروتئین است پروتئین در غلظت
سازی  های جدیدی برای ریفولدینگ و خالص مشکل، روش

	,47]اند شده مورد بررسی قرار گرفته های حل پروتئین رغم  علی .[71
سازی و ریفولدینگ  وجود چندین پروتکل استاندارد برای محلول

های فعال زیستی از اجسام  ها، اغلب ریکاوری پروتئین پروتئین
  خیلی کم است. ای، توده
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  پلاسمی ترشح در فضای پری
پلاسمی در مقایسه با بیان  شده به فضای پری بیان rhGHترشح 

  است:زیر سیتوپلاسمی دارای چندین مزیت 
 ۱۰۰یا تقریباً  [58]% از پروتئین سلولی۴پلاسم فقط  فضای پری -۱

طور  را دارا است، به همین دلیل پروتئین هدف به [72]پروتئین
طور قابل  و تخلیص آن به شود میموثری در این فضا متمرکز 

  تر است. توجهی ساده
ها را  فولدینگ پروتئین ،پلاسمی محیط اکسیدکننده فضای پری -۲

مرازهای مستقر وسولفیداکسیدوردوکتازها و ایز کند. دی تسهیل می
سولفیدی را کاتالیز  تشکیل باندهای دی ،اشریشیاکلیپلاسم  در پری
شوند. به این دلیل  صحیح را موجب می تاخوردگیکنند که  می

ها با  پروتئین برخی ازآلی برای بیان  پلاسم مکان ایده فضای پری
  .[73]خاصیت درمانی است

سیگنال پپتید طی انتقال به  "در بدن موجود زنده" شکستن -۳
احتمال زیاد به پروتئین با انتهای آمینی صحیح منتج  پلاسم به پری
  شود.  می
  .[58]افتد پلاسم کمتر اتفاق می پروتئین در پریتجزیه  -۴
دستی تولید پروتئین،  نسازی مراحل پایی همچنین ساده -۵

های سیتوپلاسمی خصوصاً پروتئازها و  جداسازی از پروتئین
که  های نوترکیب در یک محیط اکسایشی همچنین تغلیظ پروتئین
نهایتاً  سولفیدی و ریفولدینگ پروتئین و برای تشکیل باندهای دی

از جمله مزایای  ،مناسب است برای ایجاد ساختار فعال زیستی
	.[42]پلاسمی است دیگر ترشح در فضای پری

پلاسمی هورمون رشد انسانی  هایی در مورد بیان پری گزارش
	,12]داشته استنوترکیب وجود  13,	 35,	 41,	 51,	 74,	 انتقال یک  .[75

طور معمول نیازمند یک  بهپلاسم  پروتئین از غشای داخلی به پری
طور  سیگنال پپتیدهای مختلفی به .[58]سیگنال پپتید است

پلاسم  برای انتقال پروتئین به پری، اشریشیاکلیآمیزی در  موفقیت
مورد استفاده قرار گرفته است که شامل سیگنال پپتیدهای 

، (PhoA) فسفات آلکالین سیگنال پپتید مانندپروکاریوتی 
OmpA ،OmpT، LamB	 and	 OmpF ،β‐lactamase ،

 A، پروتئین اشریشیاکلیدر  ST‐II و LT‐B	LT‐A, اینتروتوکسین
	Staphylococcus) اورئوس استافیلوکوکوس از aureus) ،

 اروينياكاروتوورا از PelB، سوبتیلیس باسیلوساز  اندوگلوکاناز
(Erwinia	 carotovora) و ریبونوکلئاز (RNase)  موش

پلاسم باکتریایی یک فرآیند  پروتئین به پری. انتقال [58]شود می
 موجب بسیار پیچیده است و حضور یک سیگنال پپتید همیشه

شود. اکنون مشخص شده است که  انتقال موثر از غشای درونی نمی
ها  های ساختاری دیگری در پروتئین در کنار سیگنال پپتید، ویژگی
شده  ترشح rhGHفرآیند تخلیص  .[58]در انتقال از غشا موثر هستند

پلاسمی باکتریایی شامل ریکاوری پروتئین مورد نظر  در فضای پری
هورمونی که به  .[76]و حذف ناخالصی پروتئین میزبان است

طبیعی خود  شکلآسانی در  تواند به می ،یابد پلاسم انتقال می پری
جداسازی شود که  اشریشیاکلیبیرونی  یوسیله اختلال در غشا به

  شود. پیچیدگی و زمان فرآیند تخلیص منتهی می به کاهش مراحل،
  

  ترشح در محیط کشت
درون محیط کشت ترشح  صورتی که به های سنتزشده در پروتئین
ترشدن تخلیص، حداقل  د. سادهنمزایای قابل توجهی دار ،شوند

پروتئولیزشدن، بهبود فولدینگ پروتئین و صحت پایانه آمین 
های  اما معمولاً ترشح پروتئین ،[58]پروتئین از جمله این مزایا است

افتد. در باکتری  درون محیط کشت اتفاق نمی سنتزشده به
های خیلی کمی ترشح  طور معمول پروتئین به اشریشیاکلی

شوند و دستکاری مسیرهای انتقال برای تسهیل ترشح  می
عنوان یک کار دشوار باقی مانده  هنوز به ،های بیگانه پروتئین
ها،  ه برای درک مشکلات درگیر در ترشح پروتئیندر نتیج .[77]است

برای  .[58]ضروری است اشریشیاکلیفهمی از مسیرهای ترشحی در 
هایی استفاده کرد  توان از روش می اشریشیاکلیترشح پروتئین در 

بهبود مسیرهای موجود درگیر در ترشح  تواند در دو گروه که می
و استفاده از توالی سیگنال، قطعات  [78]های ترشحی پروتئین

های دارای خاصیت نفوذپذیری و موادی که روی  اتصالی، پروتئین
، شوند گذارند یا سبب نفوذپذیری غشا می ترشح پروتئین تاثیر می

  .[58]بندی شوند تقسیم
ها به محیط کشت  های مختلفی برای ترشح پروتئین از استراتژی

توان به اتصال پروتئین به  می استفاده شده است که از آن جمله
شوند، بیان همزمان ژن  طور معمول ترشح می هایی که به پروتئین

kil  برای نفوذپذیرکردن غشا نسبت به پروتئین مورد نظر، اتصال به
، استفاده از OmpA، استفاده از توالی سیگنال OmpFترکیبات ژن 

 کتور آلفای، استفاده از توالی سیگنال فاAتوالی سیگنال پروتئین 
، استفاده از گلایسین در محیط، سرویزیه ساکارومایسس مخمر

قطعات اتصالی، بیان همزمان با پروتئین آزادکننده باکتریوسین و 
 .[58]استفاده از گلایسین و پروتئین آزادکننده باکتریوسین را نام برد
شود و  همچنین در این روش پروتئین در محیط کشت رقیق می

کند که از کروماتوگرافی تمایلی و  تخلیص آن مشکلاتی را ایجاد می
   .[58]توان برای تخلیص آن استفاده کرد تغلیظ می

عنوان یک جایگزین برای  به CHOهای  تولید هورمون در سلول
د دارای این شود. این موجو محسوب می اشریشیاکلیتولید در 

به محیط کشت عاری از پروتئین ترشح و  ،مزیت است که هورمون
سازی اجسام  و دیگر به مراحل محلول شدهسازی آن تسهیل  خالص
همچنین تولید  .[31]ستیها نیازی ن و ریفولدینگ پروتئین ای توده

نیز انجام  پیکیاپاستوریس مخمر هورمون رشد انسانی نوترکیب در
دلیل تولید بالای آن، سطح ترشح کارآمد و درجه  گرفته است که به

بالایی از تخلیص در محیط کشت، سیستم مفیدی برای تولید 
rhGH مراحل مورد نیاز برای تخلیص مخمر است. استفاده از این ،

که از است باعث شده  ها را کاهش داده و عدم وجود اندوتوکسین
  .[19]برای اهداف درمانی استفاده شود rhGHدر تولید  مخمراین 

  
  سازی خالص

طور خاص  های نوترکیب در مقیاس وسیع و به در تولید پروتئین
سازی که شامل جداسازی  مرحله خالص ،تولید سوماتروپین انسانی

سازی آنها از دیگر  آنها از ترکیبات غیرپروتئینی و نهایتاً خالص
ن مرحله به شمار تری پرهزینه ،های غیرهدف است پروتئین

منظور داشتن بالاترین  این رو یک طراحی مطلوب به از .[76]رود می
ها از  میزان ریکاوری پروتئین هدف همراه با حذف همه آلودگی

محصول نهایی مورد نیاز است. هدف نهایی تولید هورمون رشد 
استفاده از آن برای اهداف درمانی است و این  ،انسانی نوترکیب

% برسد. جداسازی و ۹۹همیت است که به خلوص بالای ز اینکته حا
اندازه تولید آنها بااهمیت  های درمانی از محیط، به تخلیص پروتئین

% هزینه تولید ۸۰تا  ۵۰است. از آنجایی که فرآیندهای تخلیص 
کاهش تعداد مراحل  ،شود محصولات درمانی را شامل می

طور  افزایش بازدهی و خلوص محصول در هر مرحله به ،سازی خالص
  های تولید را کاهش خواهد داد. کارآمدی هزینه
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  ها ها و ناخالصی آلودگی
برای کاربردهای درمانی که از منابع  محصولات فعال زیستی
از عاری ای  طور قابل ملاحظه باید به ،آیند میکروبی به دست می

بنابراین یک برنامه تخلیص  ،[40]ها باشند ها و ناخالصی آلودگی
مناسب مورد نیاز است تا علاوه بر حداکثر ریکاوری پروتئین هدف، 

های  ها از محصول نهایی را تامین کند. ناخالصی حذف همه آلودگی
پلاسمیک  شده در فضای پری هورمون رشد انسانی نوترکیب ترشح

از قبیل  rhGHهای مختلف مرتبط با  ، شامل فرماشریشیاکلی
های  شتقات پلیمرها، سولفوکسیدها و دزامیدوها، اندوتوکسینم

بیوتیک و  ، آنتی(ECP) های سلول میزبان باکتریایی، پروتئین
DNA ی که قابلیت یها برای سوماتروپین .[76]باکتریایی است

استفاده با کاربردهای درمانی انسان هستند، باید حضور این 
% برای دایمرها و ۶( ها در حد معینی نگه داشته شود آلودگی
شده و  % برای مشتقات دآمیده۱۳های با جرم مولکولی بالا،  فرم

در  (EU)واحد اندوتوکسین  ۵سولفوکساید،  مشتقات متیونین
) برای ppmوزنی/وزنی، قسمت در میلیون ( ۱۰گرم محصول،  میلی
ECP سطوح غیرقابل تشخیص تتراسیکلین و ،DNA ([76] در واقع .

های نوترکیب  سازی پروتئین ترین کار در خالص سخت ECPکاهش 
در تحقیقاتی که  .[82‐79]منظور استفاده در کاربردهای درمانی است به

بسیاری  ،سازی هورمون رشد انسانی انجام گرفته است برای خالص
همراه با کاهش  rhGHاز آنها گزارشی در مورد عملکرد خلوص 

در سال همکاران و  لیویراا دی .[76]اند مطرح نکرده ECPهای  آلودگی
سازی با بازده بالا  ای از روش خالص مرحله یک فرآیند شش، ۱۹۹۹

هورمون رشد انسانی نوترکیب  بالینیسازی گرید  برای آماده
آنها  .اند پلاسمی باکتریایی را شرح داده شده در فضای پری ترشح

های سلول  روی بازده ریکاوری هورمون و حداکثر حذف آلودگی
میزبان متمرکز شده بودند. در این پژوهش، از یک مرحله 

گذاری و پنج مرحله کروماتوگرافی (شکستن با  رسوب
، تعویض یونی S‐100آمونیوم، ژل فیلتراسیون سفاکریل  سولفات
DEAE - فاکریل سفاروز جریان سریع، یک ژل فیلتراسیون سS‐
 -کنش هیدروفوبی فنیل های برهم بیشتر و کروماتوگرافی 100

 با کارآیی بالاغربال مولکولی  و کروماتوگرافی CL4Bسفاروز 
(HPSEC) ند و بعد از هر مرحله کروماتوگرافیا هاستفاده کرد، 

 مطالعه ذکرشده، در. شده استسنجش ایمونورادیومتریک انجام 
های  % با غلظت آلودگی پروتئین۴۰بالاتر از  rhGHریکاوری 

 ای دیگره در مطالعه .[76]ه استگزارش شد ppm۱۰زیر  اشریشیاکلی
در  ECPکاهش ، فلادهمچنین و همکاران و  فریکلاند مثل پژوهش

) را با ppm۱۰ تا کمتر از ppm۲۰۰ برابر (از بیشتر از ۲۰حدود 
نشینی  کردن یک کروماتوگرافی تعویض یون و یک مرحله ته اضافه

	,79]اند شان گزارش کرده ای اصلی سازی سه مرحله به برنامه خالص

80].  
 است (دستگاهی بعد از کشت در فرمانتور ،گونه که اشاره شد همان
 و باکتری و قارچ مثل ها میکروارگانیزم رشد برای را بهینه شرایط که

هورمون رشد در محیط فرمانتور همراه با  کند)، می فراهم مخمر
های  تعدادی از محصولات دیگر از قبیل پروتئازها و دیگر پروتئین

زدایی و  گیرد. اگر چه نمک ها و آمینواسیدها قرار می میزبان، نمک
تواند تعدادی از  لترافیلتراسیون با استفاده از غشاهای مناسب میوا

سازی  های خالص دیگر روشاما  ،این ترکیبات محیط را حذف کند
سازی  اکثراً بر پایه جداسازی تمایلی ضروری هستند. در خالص

rhGH جذبی شامل  های کروماتوگرافی عموماً ترکیبی از روش
کنش هیدروفوبی و کلات فلزی با یک مرحله  تعویض یونی، برهم

ها انجام  نهایی ژل فیلتراسیون برای سایزبندی و حذف توده
کاهش مراحل تخلیص در  ،گونه که عنوان شد انهم .[31]گیرد می
به همین دلیل  ،های تولید بسیار موثر است کردن هزینه کم

عنوان روشی که تعداد مراحل مورد نیاز برای  کروماتوگرافی تمایلی به
بالایی برای محصول ایجاد  هسازی را کاهش داده و بازد خالص
ص بالا همراه با همچنین خلو .[83]بسیار مورد توجه است ،کند می

 قابلیت اجرا در مقیاس وسیع و ریکاوری خوب همراه با تغلیظ
پروتئین هدف از جمله مزایای دیگر کروماتوگرافی تمایلی است. 
برای استفاده از کروماتوگرافی تمایلی، موضوع مهم انتخاب لیگاند 

که تمایل بالایی به  شودلیگاندی انتخاب  بایستیمناسب است و 
های  از آنجایی که لیگاندها برای پروتئینمولکول هدف داشته باشد. 

آسانی برای  تواند به این فرآیند می ،پذیر هستند هدف بسیار انتخاب
های پیچیده و  جداکردن مقادیر کم پروتئین هدف حتی از مخلوط

ی فلزی ها تعدادی از یون .[84]بسیار زیاد مورد استفاده قرار گیرد
تواند  می Fe+3و Ni+2 ،Cu+2 ،Zn+2 ،Co+2 ،Ca+2، Mg+2مثل 
مورد استفاده قرار  ،عنوان لیگاند برای کروماتوگرافی تمایلی فلزی به

برای تخلیص  Ni+2از  ۲۰۰۳در سال  و همکاران اوئداگیرد. 
در  و همکاران گوپتا. [85]ندا هپرولاکتین انسانی نوترکیب استفاده کرد

های مختلف فلزی روی  ای در مورد اثر یون مقایسه ۲۰۰۳سال 
ند و بازده بالاتر ا هتخلیص هورمون رشد نوترکیب گوسفندی انجام داد

عنوان لیگاند  که به Cu+2% با ۵/۷۳نسبت به بازده  ،Ni+2% با ۸۳
 ۱۹۹۷در سال و همکاران  لایسن. [86]ندا هبه دست آورد ،استفاده شد

لزی در کروماتوگرافی تمایلی را برای تاثیر تراکم لیگاند ثابت ف
ند. در این مطالعه استفاده از کلات ا هبررسی کرد rhGHتخلیص 
Cu(II)،  تمایل بالایی را بهrhGH و بعد از یک مرحلهه نشان داد، 

. در مورد استفاده از [87]ه است% خلوص حاصل شد۸۰تخلیص 
هیستیدین برای  برچسب هیستیدین مشخص شده است که یک تک

های  ولی باقی یون ،اندازه کافی خوب است به Cu+2اتصال به ستون 
در مطالعه هستند.  His‐(X)n‐Hisنیازمند توپوگرافی  ،فلزی

نوترکیب با  اریتروپوئیتین ،۲۰۰۷در سال  و همکاران سلیکدیگری 
سازی  تولید کرده و برای خالص را (His6)هیستیدین  برچسب پلی

ند. اگر چه این ا هاستفاده کرد Co+2های بر پایه  این پروتئین از رزین
ای از پروتئین هدف را با ریکاوری بالا فراهم  ها خلوص ویژه برچسب

ممکن است  ،ها قوی هستند کرد، اما از آنجایی که اتصال
ها که  حذف برچسب ،وشوی زیادی نیاز باشد. علاوه بر این شست

تری دارد  نیاز به مراحل اضافی ،اند درون ساختار پروتئین بیان شده
که ممکن است دوباره ساختار و ریکاوری پروتئین هدف را تحت 

های  اسیدآمینه ،در یک محیط هیدروفیلی. [88]تاثیر قرار دهد
در معرض حلال قرار گرفته و بنابراین  rhGHدر  ۲۱و  ۱۸هیستیدین 

س وسیله لیگاندهای فلزی روی ستون تمایلی بیشتر قابل دستر به
تمایل بالایی برای ستون جاذب  ،rhGH ،ای در مطالعه .[31]شوند می

  .[89	,31]ه استباردار با مس را از خود نشان داد
سیستمی که برای تخلیص هورمون رشد انسانی نوترکیب در 

شامل  ،مطالعات مختلف بیشتر مورد استفاده قرار گرفته است
یا  Nدر سمت پایانه  (tag	His) هیستیدین برچسب پلی استفاده از

C شده در  سازی پروتئین بیان پروتئین هدف و یک مرحله خالص
	,81]های پروکاریوتی و یوکاریوتی است سلول علت اندازه  به .[90

	Hisکوچک  tagطور ناچیزی  ای به ، این قطعه اسیدآمینه
 ،سازی ندارد ایمونوژنیک بوده و نیاز به جداسازی بعد از خالص

رسد که با عملکرد پروتئین  به نظر نمی His6همچنین برچسب 
rhGH به این دلیل که پروتئین  ،سنتزشده تداخلی داشته باشد



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  یاله قاسم روح  ۸۶
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معمولاً قطعه  .[81]فعال است شده از لحاظ زیستی تخلیص
گیرد تا  هیستیدین در سمت پایانه کربونیل پروتئین نوترکیب قرار می

عضی موارد اتصال اما در ب ،نتواند با شروع ترجمه تداخلی ایجاد کند
His6  در ترمینالC تواند یک تغییر کنفورماسیونی در پروتئین  می

	,81]ایجاد کند اتصال هیستیدین به پایانه آمین پروتئین مورد  .[91
های ترشحی، تاکنون  اما در مورد پروتئین ،نظر نیز گزارش شده است

زیرا  .اند دنباله هیستیدینی را فقط در پایانه کربونیل اتصال داده
یابد که پروتئین را به سمت  اتصال می پایانه آمین به سیگنال پپتید

دلیل حضور  به .[91]کند پلاسم یا شبکه آندوپلاسمی هدایت می پری
سیتوپلاسم،  pHبارهای مثبت روی آمینواسید هیستیدین در 

شود که قرارگیری ساده رشته هیستیدین بین سیگنال  بینی می پیش
خروج پروتئین از سلول و  تواند مانع پپتید و پروتئین بالغ می

شکال تحت اَ  ،شکستن صحیح سیگنال پپتید شود. با وجود این
شرایط خاص مثلاً وقتی اسیدکربوکسیلیک پایانه کربونیل با بخش 

ممکن است ضروری باشد که رشته  ،اردد ارتباطپروتئینی 
چه در  His6در مجموع  .[91]هیستیدین به پایانه آمین اتصال یابد

تواند باعث تولید کارآمد  چه در سمت کربونیل می و سمت آمین
	,81]ها شود پروتئین آمینواسیدی  کردن برچسب شش با اضافه .[90

ها را با  تئینتوان پرو تنها می های پروتئین نه هیستیدین به توالی
توان آنها را با  بلکه می ،هیستیدین جداسازی کرد استفاده از آنتی

راحتی و با خلوص  استفاده از ستون نیکل در کروماتوگرافی تمایلی به
در مطالعات مختلفی نشان داده شده  .[93	,92]سازی نمود بالا خالص

 طور کارآمدی تواند به که هورمون رشد انسانی نوترکیب میاست 
	Hisهمراه با  tag  وسیله کروماتوگرافی  سرعت به به شود،تولید

، سازی شود و پروتئین حاصله از لحاظ زیستی خالص Ni+2تمایلی 
عصاره سلولی روی کروماتوگرافی تمایلی  ،بعد از بیان .[81]فعال است

گیرد. تحت  قرار می ،فلزی که از قبل با یک یون فلزی شارژ شده است
شده به  شرایط خاص فقط پروتئین نوترکیب با هیستیدین مهندسی

وشوی  چسبد. شست های فلزی می واسطه واکنش با یون هستون ب
وسیله  وسیله یک لیگاند رقابتی مثل ایمیدازول یا به پروتئین به

  .[91]گیرد انجام می pHکاهش 
از توالی  اشریشیاکلیدر باکتری  rhGHدر پژوهشی برای تولید 

 (مرگ سلولی) پنتاپپتیدی پایانه آمین فاکتور آلفای نکروزیس
برشی محل اسیدآمینه هیستیدین و  ۱۰، (hTNF‐α) تومور انسانی
	‐Asp)اینتروکیناز  Asp‐Asp‐Asp‐Lys	 or	 D4K) عنوان یک  به

، TNF‐α .ه استتوالی اتصالی به هورمون رشد استفاده شد
وسیعی از  طیفای با  اسیدآمینه۱۵۷پلیوتروپیک  سیتوکین

توموری است که بیان بالا  از جمله فعالیت آنتی عملکردهای زیستی
منظور افزایش سهم  دهد. به نشان می اشریشیاکلیو پایداری را در 

در پروتئین اتصالی، توالی پنتاپپتید  TNF‐αهورمون نسبت به 
ه در این مطالعه استفاده شد TNF‐αاز  (PS‐DKP)پایانه آمین 

سازی و  قلیایی محلول pHوسیله  . پروتئین نامحلول بهاست
. بعد از شدسازی توسط کروماتوگرافی تمایلی نیکل انجام  خالص
وسیله سایت برشی اینتروکیناز،  شدن قطعه اتصالی به شکسته

وسیله یک مرحله کروماتوگرافی تعویض  هورمون رشد نوترکیب به
% تخلیص شد. سهولت و سرعت این فرآیند ۹۹خلوص  آنیونی با

در مقیاس بالا  rhGHوری بالا، آن را مناسب تولید  علاوه بهره به
توان برای تولید  ساخته است. همچنین از این قطعه اتصالی می

های مهم درمانی استفاده کرد. عنوان شده است که  دیگر پروتئین
 ه هورمونشده ب اندازه کوچک این قسمت اضافی ملحق

بودن مکان اتصال به فلز و سایت برشی  ای) و باهم اسیدآمینه۲۰(
شود. قطعه اتصالی کوچک در  بسیار ویژه آنزیمی، سبب بیان بالا می

 Aهای رایج دیگر از قبیل پروتئین  مقایسه با سیستم
شونده به مالتوز و  استافیلوکوکوس، بتاگالاکتوزیداز، پروتئین متصل

صورتی که مشکل اصلی  به ،است مزایا دارای تیوردوکسین
های کوچک است که قسمت  های رایج بالا در مورد پروتئین سیستم

تواند  که می شود میامتزاجی قسمت عمده پروتئینی را شامل 
اما در قطعه اتصالی ، ساز باشد شدت از نظر ایمنی مشکل به

ن تواند سهم پروتئی اسیدآمینه) می ۲۰( شده، اندازه قطعه عنوان
علت طبیعت  وری بالایی ایجاد کند و به بهره دهد،هدف را افزایش 

دوستی، قطعه اتصالی ممکن است در معرض محیط حلال قرار  آب
برد.  شدن توسط اینتروکیناز را بالا می بنابراین بازده شکستهو گیرد 

اسیدآمینه هیستیدین سبب تسهیل تخلیص پروتئین  ۱۰همچنین 
پذیری بالا  کروماتوگرافی تمایلی فلزی با انتخابوسیله  ترکیبی به
	شده است  ۱۹۹۵در سال  و همکاران موخیجاای دیگر  در مطالعه .[4]

از پروتئین اتصالی حاوی برچسب هیستیدین استفاده کرد و سپس 
‐Ni+2وسیله یک مرحله کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از آگارز  به

NTA )سازی هورمون را انجام  استیک) خالص نیتریلوتریاسید
و  باترسبی، rhGH سازی در پژوهشی روی خالص .[81]ندا هداد

صورتی  ترکیبی از کروماتوگرافی تمایلی (به ۱۹۹۵در سال  همکاران
) و فتعنوان لیگاند مورد استفاده قرار گر که رسپتور پروتئین به

HPLC  فاز معکوس را برای تخلیصrhGH ند. با ا هاستفاده کرد
ه % پروتئین با خلوص بالا ریکاوری شد۷۰ ،ده از این ترکیباستفا
د برای نتوان از جمله لیگاندهایی هستند که مینیز آپتامرها . [94]است
وسیله  ها از مخلوط محیط کشت به سازی پروتئین خالص

و  کالیکاخیراً کروماتوگرافی تمایلی مورد استفاده قرار گیرند. 
یک توالی الیگونوکلئوتیدی (آپتامر) که  ۲۰۱۰ در سال همکاران

تمایلی به سمت هورمون رشد انسانی نوترکیب دارد را معرفی کرده و 
را مورد بررسی قرار  rhGHروی اتصال آپتامر به  pHتاثیرات زمان و 

به دست آمد و  ۷برابر با  pH ند. بالاترین کارآیی اتصال درا هداد
، با استفاده از آپتامرهمچنین شد. مختل  C°۸۵ترین تمایل در  قوی

% به دست ۴۱% هورمون رشد همراه با ریکاوری ۸/۹۹خلوص 
  . [95]آمد

 ایمونوافینیتی نوع دیگری از کروماتوگرافی تمایلی، کروماتوگرافی
(Immunoaffinity) سازی با کارآیی  است که فرآیندهای خالص
شدن  اما دارای مشکلاتی نظیر شسته ،کند بالا را فراهم می

های تمایلی از ماتریکس کروماتوگرافی و نیاز به تولید  بادی آنتی
علاوه بر مطالعات  .[31]بادی مونوکلونال در گرید کلینیکی است آنتی

تخلیص هورمون رشد انسانی نوترکیب با استفاده از کروماتوگرافی، 
دی (رسوب روشی را برای رسوب اسی و همکاران خدابنده

ها در محیط  های میزبان و دیگر ناخالصی ایزوالکتریک) پروتئین
دلیل  ها به ها در محلول ند. در حقیقت پروتئینا هه دادیفرمانتور ارا

، قدرت یونی، دما و خصوصیات الکترواستاتیک pHعواملی مثل 
افتد.  شان اتفاق می پذیری حلال تغییرات زیادی در حلالیت

و  اند داشته یهای ایزوالکتریک مختلفpHها،  لولها در مح پروتئین
نشینی ایزوالکتریک، آنها را از  توان اغلب با استفاده از ته بنابراین می

برای هر دسته  بایستیاپتیمم  pH. [40]یکدیگر جداسازی کرد
از قبیل نسبت مونومرها به  هاییپروتئین تعیین شود که به فاکتور

های مختلف بستگی  گونهی میزبان در ها الیگومرها و مقدار پروتئین
هایی برای جداسازی هورمون رشد  بر پایه این موضوع تلاش. [96]دارد

های  از پروتئین ،فعال باشد انسانی نوترکیبی که از نظر زیستی
های مربوط به  نشینی انتخابی ناخالصی وسیله ته ریفولدشده به

در  .[40]شده استمیزبان همراه با هورمون دایمر و الیگومر انجام 
سازی هورمون رشد انسانی نوترکیب در  ای که روی خالص مطالعه
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اپتیمم  pHکه  ه استانجام گرفته مشخص شد اشریشیاکلیمیزبان 
است. نقطه ایزوالکتریک  ۹/۴های میزبان  برای رسوب پروتئین

 ،وسیله الکتروفورز ایزوالکتریک فوکوسینگ هورمون رشد نوترکیب به
، pHبا این روش و در این  .[46‐40]شده استتعیین  ۵-۹/۴

ه % به دست آمد۴۰% و ریکاوری حدود ۹۹سازی بیشتر از  خالص
‐SDS) سولفات دودسیل آمید/سدیم آکریل و با استفاده از پلی است

PAGE) بادی اختصاصی در  بلات با استفاده از آنتی و آنالیز وسترن
. ه استقرار گرفتمقابل هورمون تولیدشده در خرگوش مورد تایید 

برای تعیین نسبت  غربال مولکولی همچنین از کروماتوگرافی
مونومرها  .[40]ه استدایمر و الیگومرهای بالاتر استفاده شد ،مونومر

 [97]دارند ینقاط ایزوالکتریک همپوشان ،و الیگومرهای هورمون رشد
 pHوسیله رسوب انتخابی در یک محدوده باریک  و ممکن است به

جدا شوند. نشان داده شده است که جداسازی موثر مونومرها از 
  .[40]امکان داردوسیله رسوب  الیگومرها به

از  ۲۰۰۹در سال  و همکاران سینگ، گذشتهدر یکی از مطالعات 
کروماتوگرافی  (axial) محوری و (radial) شعاعی های ستون

تعویض آنیونی برای مقایسه خلوص هورمون رشد انسانی نوترکیب 
 ندا هاستفاده کرد ای تودهدر قالب اجسام  اشریشیاکلیتولیدشده در 

تر و  سریع radialکروماتوگرافی با ستون  و مشخص شده است که
ه % ریکاوری هورمون خالص را نشان داد۴۲با نرخ خلوص بالاتر، 

پژوهشی دیگر روی بیان هورمون رشد انسانی نوترکیب  در .[47]است
های ترانسفورم کلیه میمون  های پستانداران، از سلول در سلول

از محیط  ،rhGH% ۲۸- ۴۸. در این مطالعه ه استاستفاده شد
. از ه استهای ترانسفورم کلیه میمون به دست آمد کشت سلول

اغلب در حجم  ،ها در محیط فرمانتور آنجایی که ترشح پروتئین
های کم محصول اتفاق  بالایی از محیط سوپ با تولید در غلظت

فیلتراسیون اولیه محیط سوپ برای حذف مواد نامحلول و  ،افتد می
تغلیظ محصول مورد نیاز است. در این مطالعه، کروماتوگرافی 

عنوان اولین گام برای تغلیظ و تا حدی  کنش هیدروفوبی به برهم
یط فرمانتور از لاین سلولی کلیه میمون از مح rhGHتخلیص 
. تخلیص بیشتر ه استشده مورد استفاده قرار گرفت ترانسفورم
rhGH وسیله کروماتوگرافی تعویض یونی  بهDEAE -  سفاروز و

ای  در مطالعه .[98]ه استکروماتوگرافی توسط ژل به دست آمد
تخلیص هورمون رشد انسانی نوترکیب از سوپ کشت دیگر، 
الکتروفورز  وسیله به (CHO)ی تخمدان همستر چینی ها سلول
عنوان جایگزینی برای  به (Gradiflow)فلو  گرادی

 فلو گرادی فناوری .[31]	ه استهای مرسوم انجام گرفت کروماتوگرافی
 یها در یک میدان الکتریکی از غشا به حرکت الکتروفورزی پروتئین

برای جداسازی امید نازک با اندازه منافذ مشخص  آکریل پلی
 .[99]ها بر پایه اندازه یا بار تحت شرایط طبیعی متکی است پروتئین
هپس  مولارتریس میلی۵۰با استفاده از بافر  پژوهش در این

(HEPES) در pH  ۹۸جداسازی هورمون با خلوص  ،۵/۷برابر با %
که  ه استاین مطالعه نشان داد. ه است% حاصل شد۹۰و بازده 
سازی هورمون رشد را  توانایی خالص فلو گرادیالکتروفورز  فناوری

با سطح خلوص و بازده بالا داشته و همچنین پتانسیل تولید 
 های درمانی در گرید هورمون رشد انسانی نوترکیب و دیگر پروتئین

   .[31]را دارا استبالینی 
  

  های آنالیز روش
 در انسانی رشد هورمون نوترکیب تولید زمینه در مختلفی مطالعات
  ).۱ جدول( است گرفته انجام مختلف های میزبان

آنالیزی مختلفی که برای بررسی صحت هورمون  های از روش
توان به  می ،گیرد شده مورد استفاده قرار می تولیدشده و تخلیص
  ود:موارد زیر اشاره نم

۱- rhGH شده در فرمانتور با استفاده از الکتروفورز  های کشت نمونه
جداگانه  ،به دست می آید. سرم آلبومین گاوی SDS‐PAGEژل 

عنوان استاندارد برای  هشده ب های کشت روی هر ژل همراه با نمونه
وسیله یک  شود. باندهای پروتئین به سنجی پروتئین لود می کمیت

درصد  ،شود. با این آنالیز سنج لیزری اسکن می لترااسکن غلظتوا
شود و مقدار  تعیین میپروتئین نوترکیب در کل پروتئین سلولی 

تولید پروتئین نوترکیب از ارتباط بین غلظت آلبومین سرم گاوی و 
و  [104	,100	,48	,44	,19	,4]آید شده به دست می گیری منطقه باند اندازه

ها  وسیله محاسبه منطقه زیر پیک توان نسبت هر پروتئین را به می
باندهای سنجی  سنج روبشی برای کمیت غلظت .[40]به دست آورد

بلو روش  شده با کوماسی آمید رنگ آکریل های پلی پروتئینی روی ژل
  .[48	,31]است بوده قابل اطمینانی

بلات با استفاده از  وسیله روش وسترن به rhGHحضور  -۲
  .[49	,46	,45	,44	,40]شود میتایید  hGHبادی خاص علیه  آنتی
 (RP‐HPLC) کروماتوگرافی مایع فاز معکوس با کارآیی بالا از -۳

سازی  در مراحل خالص rhGHبرای ارزیابی کمیت و کیفیت 
	,31]شود میاستفاده  50,	 برای  این کروماتوگرافی همچنین از .[76

های تاخورده و تانخورده استفاده  سنجی پروتئین جداسازی و کمیت
	.[104]شده است

وسیله  عنوان استاندارد به تجاری به hGHو  rhGHهضم  -۴
 HPLCوسیله  ها به گیرد و محصول هضم نمونه نجام میتریپسین ا
   .[37	,4]شوند جداسازی و با هم مقایسه می ،فاز معکوس

توان صحت ساختار اولیه  وسیله روش تهیه نقشه پپتید می به -۵
هورمون ترشح را نشان داد. همچنین با استفاده از آنالیز توالی 

درستی انجام شده  سنتز بهتوان فهمید که آیا فرآیند  می پایانه آمین
	.[48	,37	,26]است یا خیر

برای تعیین اندازه و نسبت مونومر، دایمر و الیگومرهای بالاتر  - ۶
مورد استفاده قرار گرفته غربال مولکولی  هورمون، کروماتوگرافی

  .[51	,50	,40]است
 rhGHاز رزونانس پلاسمون سطحی و الیزا برای ارزیابی اتصال  -۷

همچنین از الیزا  .[51]	توان استفاده کرد رسپتور آن میشده و  خالص
   .[49]	ه استها استفاده شد نمونه rhGHبرای تعیین غلظت 

برای  ؛ ایالات متحده)Agilent( ۲۱۰۰ ای از بیوآنالیزور در مطالعه -۸
شده استفاده شده است که این  سازی آنالیز هورمون نوترکیب خالص
علت نسبت  رز کاپیلاری است که بهوسیله نسل جدیدی از الکتروفو

 تراشهگر در  جرم به بار ثابت و حضور ماتریکس پلیمری غربال
ها  کند. داده شان جداسازی می ها را بر پایه اندازه بیوآنالیزور، مولکول

وسیله رسم شدت فلورسانس  در این وسیله در یک الکتروفروگرام به
   .[48]شود ه مییدر مقابل زمان ماندگاری در ثانیه ارا

شود. سرم  وسیله روش برادفورد تعیین می غلظت پروتئین به - ۹
نانومتر در ۵۹۵عنوان استاندارد استفاده و جذب در  آلبومین گاوی به

	,19]شود ها با اسپکتروفوتومتر خوانده می پروتئین استاندارد و نمونه

24].  
 rhGHمنظور تخمین وزن مولکولی  اسپکتروسکوپی جرمی به - ۱۰
	.[51	,50	,47	,4]د استفاده قرار گرفته استمور
از آنالیزهای اسپکتروسکوپیک برای بررسی صحت هورمون رشد  -۱۱

برای مقایسه ساختار دوم و  .شود شده استفاده می نوترکیب خالص
شده از  کنفورماسیون هورمون استاندارد و پروتئین نوترکیب خالص
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   ۱۳۹۶، زمستان ۱، شماره ۹دوره                                                                                                     فناوری دانشگاه تربیت مدرس زیست

با کمک اسپکتروپولاریمتر  (UV) فرابنفش در ناحیه دور CDطیف 
	,37]استفاده شده است 47,	 48,	 50,	 و طیف  UVهمچنین طیف . [104

نشری فلورسانس برای بررسی صحت پروتئین نوترکیب مورد 
  .[39]گیرد استفاده قرار می

  
  های مختلف در زمینه تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب نتایج پژوهش )۱جدول 

	میزان تولید  سیستم بیانی  روش تخلیصمراحل و   میزبان

قطعه اضافی برش ؛  لروماتوگرافی تمایلی نیکک روی مانده در سوپرناتانت پروتئین باقیبردن 	)اشریشیاکلی( باکتری
  بر لیتر گرم۱۵	سیتوپلاسمی	[100]اینتروکیناز توسط

	هورمون رشد فیوژن

؛ سازی وسیله رقیق تاخوردگی مجدد به؛ ۱۲برابر با  pHمولار و ۲سازی در اوره  محلول	)اشریشیاکلی( باکتری
از گرم پروتئین  میلی۱۰۵ریکاوری 	سیتوپلاسمی	[47]فیلتراسیون ژل وکروماتوگرافی تعویض آنیونی 

	اینکلوژن بادی گرم میلی۲۵۰

وسیله  تاخوردگی مجدد به؛ مولار۶پروپانول  -nو  مولار۲اوره  سازی در بافر تریس حاوی محلول	)اشریشیاکلی( باکتری
  [101]فیلتراسیون کروماتوگرافی تعویض یونی و ژل؛ سازی رقیق

از  هورمون گرم میلی۲۴بازیافت 	سیتوپلاسمی
	اینکلوژن بادیگرم  میلی۵۰

و غربال  (DEAE‐Sephrose)یونی ضکروماتوگرافی تعوی؛ مختلفسازی با بافرهای  محلول	)اشریشیاکلی( باکتری
  .(SEC)	[39] مولکولی

	گرم بر لیتر۶/۱	سیتوپلاسمی

؛ برای یک شب ۵/۱۱برابر با  pH برای یک ساعت و سپس در ۲/۱۲برابر با  pH سازی در محلول	)اشریشیاکلی( باکتری
	[44]۹/۴تا  pHکردن  وسیله کم به صتخلی؛ ۸تا  pHوسیله تنظیم  تاخوردگی مجدد به

	گرم بر لیتر۷/۲	سیتوپلاسمی

	)اشریشیاکلی( باکتری

تاخوردگی مجدد ؛ ۵/۱۱برابر با  pH و (Tris‐HCl) هیدروکلرید -بافر تریس سازی در محلول
 وسیله تخلیص پروتئین فیوژن به؛  ۰/۸برابر با  pH و Tris‐HClسازی با بافر  وسیله رقیق به

کروماتوگرافی تعویض ؛ وسیله اینتروکیناز برش بهو سپس  کروماتوگرافی تمایلی نیکل
	[4]آنیونی

	گرم بر لیتر۲۲/۲	سیتوپلاسمی

	,81]وسیله کروماتوگرافی تمایلی نیکل تخلیص به؛ مولار۶ هیدروکلراید سازی در گوانیدین محلول	)اشریشیاکلی( باکتری

102]	
	لیترگرم بر  میلی۳۰	سیتوپلاسمی

	)اشریشیاکلی( باکتری

سازی  رقیق باتاخوردگی مجدد ؛ ۵/۱۰برابر با  pH و مولار۸سازی در اوره  محلول
؛ HClکردن  وسیله اضافه به ۹/۴تا  pHکردن  وسیله کم تخلیص پروتئین به؛ فیلتراسیوناولترا

 هیدروکسید سدیم وسیله به ۷سوپ تا  pH تنظیم سپس وسوسپانسیون سانتریفیوژ 
(NaOH) کروماتوگرافی ؛SEC [40]برای تعیین نسبت مونومر ها، دایمرها و الیگومرها  

	گرم بر لیتر میلی۱۲۴	سیتوپلاسمی

	)اشریشیاکلی( باکتری
تخلیص ؛ فیلتراسیون لترااوسازی  رقیق باتاخوردگی مجدد ؛ وسیله محلول اوره به سازی محلول

سانتریفیوژ ؛ HClکردن  وسیله اضافه به ۹/۴تا  	pHکردن  وسیله کم هورمون رشد به
	NaOH [43]وسیله  به ۷سوپ تا  pH تنظیم سپس وسوسپانسیون 

	گرم بر لیتر میلی۵۳	سیتوپلاسمی

	گرم بر لیتر۲/۳	سیتوپلاسمی	[103]سازی سپس رقیق و  ۱۰%	SDSحاوی  ۱۰برابر با  pHو  Tris–HClسازی در بافر  محلول	)اشریشیاکلی( باکتری

	)اشریشیاکلی( باکتری
سازی در بافر  وسیله رقیق تاخوردگی مجدد به؛ ۵/۱۲برابر با  pH و مولار۸اوره  در سازی محلول

Tris‐HCl و pH  سدیم در تعویض بافر با استات؛ ۸/۸برابر با pH  حاوی ساکارز،  ۵/۴برابر با
  [48]آنیونیسانتریفیوژ و بردن سوپ روی کروماتوگرافی تعویض  ؛EDTAو  ۸۰ -تویین

	گرم بر لیتر میلی۷۵۰	سیتوپلاسمی

	گرم بر لیتر میلی۱۰۰	سیتوپلاسمی[49]وسیله کروماتوگرافی تمایلی نیکل تخلیص به	)اشریشیاکلی( باکتری
	گرم بر لیتر۲	سیتوپلاسمی  [104]		)اشریشیاکلی( باکتری
	گرم بر لیتر میلی۹/۳	پلاسمی پری	[41]		)اشریشیاکلی( باکتری
	گرم بر لیتر میلی۲/۲۰  پلاسمی پری  [37]کروماتوگرافی تعویض آنیونی و غربال مولکولی	)اشریشیاکلی( باکتری
	گرم بر لیتر میلی۴/۱	پلاسمی پری[51]وسیله کروماتوگرافی تمایلی نیکل تخلیص به	)اشریشیاکلی( باکتری

	)اشریشیاکلی( باکتری
آوردن هورمون با درجه کلینیکی: یک  دست هب برای؛ یی بالاآکروماتوگرافی غربال مولکولی با کار

مرحله رسوب، دو مرحله ستون ژل فیلتراسیون، دو مرحله ستون تعویض یونی و یک مرحله 
	.[75]انجام شد کروماتوگرافی برهم کنش هیدروفوبی

	گرم بر لیتر میلی۸/۱۲	پلاسمی پری

	)اشریشیاکلی( باکتری

، TES )Tris‐HCl ،EDTAپلت در بافر کردن  مخلوط؛ پلتآوری  جمعمحیط و سانتریفیوژ 
عنوان بخش  ها به پلتنگهداری و  ها سلولسانتریفیوژ ؛ )۰/۸برابر با  pHساکارز و 

کردن  حل ، سپسسانتریفیوژ، وپرناتانتساسید به  تریکلرواستیککردن  اضافه؛ سیتوپلاسمی
	[42]پلاسمی پریعنوان بخش  بهنگهداری پلت حاصله در بافر نمونه و 

	‐	پلاسمی پری

	)اشریشیاکلی( باکتری

 کروماتوگرافی تعویض آنیونی، کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون اول، سولفات تیمار با آمونیوم
(DEAE‐Sepharose	fast	flow) کروماتوگرافی ، کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون دوم؛

 سفاروز -هیدروفوبی روی فنیلکنش  کروماتوگرافی برهم سفاروز و - Q تعویض آنیونی
[76]CL4B.	

  گرم بر لیتر میلی۱۷۷	پلاسمی پری
	هورمون خالص

کروماتوگرافی تمایلی بر پایه  باخلیص ت؛ [24]لترافیلتراسیونووسیله ا بهمحیط کشت تغلیظ )سوبتیلیس باسیلوس(باکتری
	گرم بر لیتر میلی۷۰  ترشح در محیط کشت	آپتامر

	گرم بر لیتر میلی۴۹  ترشح در محیط کشت  [19]سانتریفیوژ محیط کشت و نگهداری سوپرناتانت  )پیکیاپاستوریس(مخمر
	گرم بر لیتر میلی۱۹۰  ترشح در محیط کشت[26]سانتریفیوژ محیط کشت و نگهداری سوپرناتانت	)پیکیاپاستوریس( مخمر

و  کوبالتبر پایه  کروماتوگرافی تمایلی؛ لترافیلتراسیونوسوپ با امحیط و تغلیظ سانتریفیوژ 	)پیکیاپاستوریس( مخمر
  [105]حذف قطعه اضافی توسط آنزیم برشیسپس 

  ترشح در محیط کشت
پروتئین خالص بعد  گرم بر لیتر میلی۶۵

	از دایجست
	گرم بر لیتر میلی۲۷۰  ترشح در محیط کشت	[106]	)پیکیاپاستوریس( مخمر
	گرم بر لیتر۶۴/۰  ترشح در محیط کشت	[107]	)پیکیاپاستوریس( مخمر

  MutSوسیله سویه  بهگرم بر لیتر ۱۱/۰  ترشح در محیط کشت	[28]	)پیکیاپاستوریس( مخمر
	+Mutسویه  وسیله به گرم بر لیتر۱۶/۰

	گرم بر لیتر میلی۱۰۵  ترشح در محیط کشت[31]فلو گرادیالکتروفورز در مقیاس بالای   چینی سلول تخمدان هامستر
  

  فعالیت زیستی هورمون رشد انسانی نوترکیبتعیین 
  گیرد: به دو روش کلی انجام می

رت  NB2 لاین سلولی لیمفومای :NB2سنجش تکثیر سلول  - ۱
شده  سازی سنجی فعالیت زیستی هورمون خالص برای کمیت
های  وابسته به لاکتوژن ،شود. رشد این لاین سلولی استفاده می

است و ابزار مفیدی برای  hGHپستانداران مانند پرولاکتین و 
 rhGH فعالیت زیستی .[51]نوترکیب است hGHکردن توانایی  یکمّ 
وسیله عمل بهبوددهندگی رشد آن روی لاین سلولی لیمفومای  به

NB2 عنوان  شود. هورمون نوترکیب تجاری به رت تعیین می
در محیط  NB2لاین سلولی  ،طور کلی شود. به استاندارد استفاده می
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ها در فاز  سپس رشد این سلولو کشت مناسبی رشد داده شده 
G0/G1 ها در محیط کشت دارای  کردن سلول وسیله انکوبه به

شود.  توقف میم(سرم جنینی گاوی)  FBS معمولاً و محدودیت 
(آلبومین  BSAهای مختلف از  برای شروع تکثیر سلولی، غلظت

تجاری یا هورمون نوترکیب به محیط کشت  hGH، سرم گاوی)
ها انجام  وسیله شمارش تعداد سلول و بهبود رشد به شود میاضافه 
	,39]گیرد می 47,	 50,	 51,	 ای از لاین سلولی  همچنین در مطالعه. [81

BaF/GM ش فعالیت هورمون نوترکیب استفاده شده برای سنج
ز مصرفی هورمون رشد واست. تکثیر این لاین سلولی وابسته به د

که  استترین حد تشخیصی  پاییندارای است. این روش سنجش 
  .[108]لیتر) نانوگرم در میلی۰۲/۰تاکنون گزارش شده است(حدود 

	Receptor	Radiolabeled) سنجش اتصال به رسپتور - ۲
Assay):   

تولیدشده از طریق  rhGH در مطالعات مختلفی فعالیت زیستی
 IM9های  توانایی اتصال آن به رسپتور هورمون رشد روی سلول

	,40	,4]مورد آنالیز قرار گرفته است hGHعنوان منبع رسپتورهای  به

روش این  .[43]شود دار می برچسب ،I125هورمون تجاری با  .[43
لیمفوسیت  IM‐9صورت است که لاین سلولی  بدینطور خلاصه  به

حاوی  1640	RPMIسنجش در محیط از ساعت قبل  ۲۴ ،انسانی
 pHبا  و HEPESمولار  میلی۱۰۰، (FCS) سرم جنینی گوساله ۱۰%

ها از محیط  شوند. قبل از سنجش، سلول کشت می ۷برابر با 
 وسیله سانتریفیوژ جداسازی شده و دوبار با بافر سنجش به
، (NaCl) کلرید سدیم مولار میلیHEPES ،۱۲۰مولار  میلی۱۰۰(
 مولار میلی۵/۲، (MgSO4)سولفات  منیزیممولار  میلی۲/۱

مولار  میلی۱۰استات،  مولار سدیم میلی۱۵، (KCl) کلریدپتاسیم
گرم در لیتر آلبومین سرم گاوی  میلی۱۰و  EDTAمولار  میلی۱گلوکز، 

های  ها با غلظت ند. سلولشو وشو می ) شست۷برابر با  pH در
دار  برچسب hGHدار و غلظت ثابت از  غیربرچسب hGHافزایشی از 

ها با بافر سنجش،  وشوی سلول بعد از شست وانکوبه  I125با 
. شود گیری می رادیواکتیویته با استفاده از یک شمارنده گاما اندازه

تولید  هایی که تاکنون برای طور کلی، این مقاله، مروری بر تلاش به
هورمون رشد انسانی نوترکیب انجام گرفته است، داشت و مسایل و 
اند،  مشکلاتی که در مسیر بیان و تخلیص هورمون با آن مواجه بوده

آوردن هورمون رشد انسانی از  دست دلیل محدودیت به ذکر شد. به
منشا انسانی، استفاده از مهندسی ژنتیک برای تولید این هورمون 

ناپذیر است. در واقع مهندسی ژنتیک پتانسیل بسیار  نیازی اجتناب
های نوترکیب خصوصاً هورمون رشد در  بالایی برای تولید پروتئین

توان از توانایی این علم برای حل  های مختلف دارد و می میزبان
های نوترکیب با  بیشتر مشکلاتی که در مسیر تولید پروتئین هرچه

توان با شناخت بیشتر از  میاند، استفاده کرد.  آن مواجه بوده
های مختلف  مسیرهای متابولیک و ساختار ژنتیک گونه

سازی،  های جدید خالص کاربردن تکنیک و همچنین به اشریشیاکلی
داری افزایش داد.  سطح بیان و خلوص هورمون رشد را تا حد معنی

منظور افزایش بیان  های مختلف به هنوز توسعه استراتژی
های میزبان همراه با کاهش تولید  یب در سلولهای نوترک پروتئین

سازی و متعاقب آن کاهش  ای، کاهش مراحل خالص اجسام توده
هزینه تولید و رسیدن به خلوص بسیار بالا تا حد گرید کلینیکی 

  مورد نیاز است.
  

  گیری نتیجه
انسانی  هورمون رشد تخلیص و بیان مسیر از جمله مشکلاتی که در

های  ای در بیان پروتئین توان به تولید اجسام توده می وجود دارد

های  های ناشی از پروتئین ها، آلودگی نوترکیب در سیتوپلاسم سلول
ها، ترشح کم  میزبان، ریکاوری پایین پروتئین از این توده

پلاسمی، هزینه بالای تولید مخصوصاً در  ها به فضای پری پروتئین
شدن  علت عدم نیاز به گلیکوزیله بهمرحله تخلیص و غیره اشاره کرد. 

 ی باکتریاییها این هورمون و نیز راندمان بالا و سادگی کار، سیستم
در ها  ترین و موثرترین سیستم اقتصادی اشریشیاکلیمخصوصاً 

توان عنوان کرد که  هستند و می های هترولوگ بیان پروتیئن
کارآمدترین میزبان برای تولید هورمون رشد  اشریشیاکلیباکتری 

سازی هورمون معمولاً  انسانی نوترکیب است. مرحله خالص
ین رو یک طراحی ا ازشود.  ترین مراحل تولید محسوب می پرهزینه

منظور داشتن بالاترین میزان ریکاوری پروتئین هدف  مطلوب به
راحل و کاهش مها از محصول نهایی  همراه با حذف همه آلودگی

  مورد نیاز است.تخلیص 
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