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Aims Nerve growth factor (β-NGF) is an important therapeutic agent for the treatment of 
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease; so, recombinant production of it in 
industrial scale is of high importance. The aim of this study is to optimize the effective factors 
in achieving the highest rate of β-NGF protein production in the bioreactor.
Materials & Methods As E. coli is a suitable host for industrial production of recombinant 
proteins, E. coli DE3 strain was used for production of recombinant β-NGF. Also, fermentation 
was performed in a 5-L bioreactor and % dissolved oxygen (%DO) and post-induction 
temperature values were optimized by response surface methodology (RSM). At first, the 
effects of these two variables on the level of total protein were studied. So, in every experiment, 
bacterial proteins were isolated and total protein concentration was determined by Bradford 
assay.
Findings The results indicated that %DO and post-induction temperature of 30% and 
28.5ºC were the best values for increased production of total protein; in these circumstances, 
total protein concentration was 9.6±0.61 mg/ml. Finally, the effects of these variables on 
recombinant β-NGF production were surveyed by dot blot analysis, indicating the maximum 
β-NGF expression level on the optimized condition. 
Conclusion In conclusion, %DO and post-induction temperature not only affect cell growth 
of recombinant E. coli, but also have a direct impact on recombinant protein expression and 
production, such as β-NGF.

A B S T R A C TA R T I C L E    I N F O

Article Type
Original Research

Authors
Hajihassan Z.*1 PhD, Sadat S.M.1 
MSc, Gholami Tilko P.1 Msc

 Keywords  Bioreactor; E. coli; RSM; Recombinant β-NGF 

*Correspondence
Address: Faculty of New Sciences 
and Technologies, University of Teh-
ran, North Kargar Street, Tehran, 
Iran. Postal Code: 1439957131
Phone: +98 (21) 86093294
Fax: +98 (21) 88497324
hajihasan@ut.ac.ir

1Life Science Engineering Depart-
ment, Faculty of New Sciences and 
Technologies, University of Tehran, 
Tehran, Iran

Article History
Received: June 18, 2017 
Accepted: February 18, 2018      
ePublished: March 16, 2019

How to cite this article
Hajihassan Z, Sadat S M, Gholami 
Tilko P. Optimization of Recombi-
nant β-NGF Production in Biore-
actor. Modares Journal of Biot-
echnology. 2019;10(1):9-13.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10490030
https://link.springer.com/article/10.1007/PL00000898
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0092867494900485
https://www.karger.com/Article/Abstract/94383
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bi00670a019?journalCode=bichaw
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2014.00172/full
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47572004000300022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24203323
https://link.springer.com/article/10.1007/s10295-015-1707-5
https://link.springer.com/article/10.1007/s11033-012-2435-9
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/lam.12419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23030463
http://yon.ir/Z61nH
http://yon.ir/25eKY
https://link.springer.com/article/10.1007/s12033-008-9094-z
https://www.rombio.eu/vol21nr5/--6_HAJIHASSAN1_romanian%20article-1%20_1_.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269776905273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5554542/
https://link.springer.com/article/10.1007/s11010-007-9603-6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S104659281500145X
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1042/BA20100104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27813712
http://jcsfa.modares.ac.ir/browse.php?a_id=3829&sid=22&slc_lang=en
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046592812002422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3431236/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68019149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68004926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/67502240
http://www.daneshafarand.ir/index.php%0D


 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــحسن و همکاران  زهرا حاجی ۱۰

  ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                مدرس                                                                                                                    تربیت دانشگاه فناوری زیست

در  β-NGF بهینه سازی تولید پروتئین نوترکیب
  بیوراکتور

  
  PhD *حسن یزهرا حاج

دانشگاه تهران، تهران،  ن،یدانشکده علوم و فنون نو ،یستیعلوم ز یگروه مهندس
  رانیا
  MSc سادات هیمهد دهیس

دانشگاه تهران، تهران،  ن،یدانشکده علوم و فنون نو ،یستیعلوم ز یگروه مهندس
  رانیا

  MSc لکویت یغلام ایپور
دانشگاه تهران، تهران،  ن،یدانشکده علوم و فنون نو ،یستیعلوم ز یگروه مهندس

  رانیا
  

  چکيده
از  یاریمهم در درمان بس یعامل درمان یک β–NGF یفاکتور رشد عصب اهداف:

 یاسآن در مق یبنوترک یدلذا تول است، یمرمثل آلزا یعصب یلتحل های یماریب
سازی  هدف از بررسی حاضر بهینهبرخوردار است.  ای یژهو یتانبوه از اهم

در  β–NGFیابی به بیشترین میزان تولید پروتئین  فاکتورهای موثر در دست
   فرمانتور است.
سویه بیانی مناسبی برای تولید در  E. coliکه باکتری  آنجا از ها: مواد و روش

منظور  به E. coliباکتری  DE3در مطالعه حاضر از سویه  است،مقیاس صنعتی 
لیتری ۵. همچنین از بیوراکتور شداستفاده  β–NGF تولید پروتئین نوترکیب

و دمای  (%DO) د و میزان اکسیژن محلولشمنظور تولید پروتئین استفاده  به
سازی  بهینه (RSM)افزار آماری سطح پاسخ  پس از القا با استفاده از روش نرم

قرار گرفت.  یمورد بررس ینپروتئ یدتول یزانبر م یردو متغ ین. ابتدا تاثیر اشد
استخراج و با روش برادفورد  ینیپروتئ یکل محتوا یشمنظور در هر آزما ینبد
  . شدغلظت  یینتع

یابی به بیشترین میزان  نتایج نشان داد که بهینه شرایط برای دست ها: یافته
است و در این شرایط % DO ،۳۰و  ºC۵/۲۸تولید پروتئین دمای پس از القای 

 ینتاثیر ا یتاً نها لیتر است. میکروگرم بر میلی۶/۹±۶۱/۰غلظت پروتئین تولیدی 
 یابیلات مورد ارزب با استفاده از روش دات β–NGF ینپروتئ یدفاکتورها بر تول
شده  سازی ینهبه یطدر شرا یدتول یزانم یشتریندهنده ب نشان یجقرار گرفت که نتا

  . است
 یو دما %DO یزانکرد که م یریگ یجهنت ینتوان چن یم یطور کل هب گیری: نتیجه

 یزانبر م یوراکتور،در ب E. coli یبنوترک یپس از القا علاوه بر تاثیر بر رشد باکتر
  دارد. یمیمستق تاثیر یز) نβ–NGF(مثل  یبنوترک یها ینپروتئ یانو ب یدتول

  بینوترک E. coli ،RSM ،β–NGF وراکتور،یب ها: کلیدواژه
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  مقدمه
پروتئینی با وزن مولکولی بالا و شامل  (NGF)فاکتور رشد عصبی 

مسئول کلیه  βاین بین زیرواحد  که در است γو  α ،βسه زیرواحد 
نقش β–NGF پروتئین. [2 ,1]است NGF زیستیهای فعالیت

اساسی و کلیدی در تمایز، حفظ و حیات سیستم عصبی مرکزی و 
تواند در درمان کند، لذا این پروتئین میمحیطی بازی می

 . از[4 ,3]کار گرفته شوده های تحلیل عصبی مثل آلزایمر ب بیماری
شده از منابع طبیعی مثل غدد بزاقی موش  استخراج NGF که آنجا

تولید نوترکیب این پروتئین  یست،برای اهداف درمانی مناسب ن
 های بیانی متنوع،. از میان سیستم[5]تواند حایز اهمیت باشدمی

دلیل کشت آسان و سریع، نرخ  به (E. coli) یکل یشیااشرباکتری 
 .[6]ای برخورداراستشده از اهمیت ویژه بالا و ژنتیک شناخته رشد

منظور افزایش میزان بیان و تولید  به حتی در این باکتری نیز 
سازی محیط کشت، شرایط کشت نظر بهینه پروتئین نوترکیب مورد

، که البته تولید در [8 ,7]بایست انجام پذیردو پارامترهای القا می
طور مثال  بهطلبد. را می یمقیاس صنعتی ملاحظات ویژه و خاص

ترکیب محیط کشت، دور همزن، میزان هوادهی و دمای کشت از 
عوامل بسیار مهم و تاثیرگذار بر میزان رشد باکتری و تولید پروتئین 

  .[11-9]در فرمانتور هستند
ی تولید آنزیم ساز ای که روی بهینه همچنین در مطالعه

صنعتی و در  در مقیاس نیمه E. coliباکتری دهیدروژناز در  فورمات
قیمت کربن  عنوان منبع ارزان فرمانتور انجام شد از ملاس چغندر به

. از آنجا که تا کنون مطالعات کمی در مورد [12]استفاده شد
های نوترکیب در مقیاس صنعتی  سازی بیان و تولید پروتئین بهینه
در این مطالعه صنعتی و در بیوراکتور صورت گرفته است،  هو نیم

 β–NGFیابی به بیشترین میزان تولید پروتئین  منظور دست به 
سویه  E. coliباکتری  منظور کشت به لیتری ۵بیوراکتور  ازنوترکیب  BL21 (DE3)  استفاده شد و دو پارامتر بسیار مهم، یکی میزان

و دیگری دمای پس از القا با استفاده از  (%DO) اکسیژن محلول
 [13]استکه یک روش آماری دقیق  (RSM) روش سطح پاسخ

  سازی شدند.بهینه
  

  ها شمواد و رو
از موارد  غیر شده در این تحقیق به کلیه مواد و بافرهای استفاده

 مرک آلماناز شرکت شده است  ها در متن اشارهنخاصی که به آ
  خریداری شدند.

 یانیعنوان میزبان بیانی استفاده شد. از وکتور ب به E. coli BL21 (DE3)در این تحقیق از سویه باکتریایی  باکتری و وکتور:سویه 
(+)pET39b متحده) استفاده شد. وکتور مذکور به  یالات(نواژن؛ ا

  .[14]شدروش شوک حرارتی به باکتری مربوطه ترانسفورم 
ط سوپر اپتیمال براث محی شده محیط کشت استفاده شرایط کشت: (SOB)  عصاره مخمر،  گرم بر لیتر۵تریپتون،  گرم بر لیتر۲۰با ترکیب

، یدکلر یمپتاس گرم بر لیتر۱۸۶/۰، کلرید سدیم گرم بر لیتر۵/۰
  سولفات بود. یزیممن مولار میلی۱۰و  یزیممن یدکلرمولار  میلی۱۰

 به میزان ساعته،۱۲منظور تهیه کشت ثانویه از کشت شبانه  به 
بیوتیک %حجمی/حجمی به محیط کشت تازه حاوی آنتی۱

و انکوباسیون  شداضافه  )لیتر میکروگرم بر میلی۵۰( کانامایسین
  .[15]انجام شد rpm۲۰۰با دور  ºC۳۷ دمای ساعت در۱۲مدت  به

ایران) ؛ فرآیند صنعت لیتری (زیست۵فرمانتاسیون در یک بیوراکتور 
از کشت ثانویه  لیتر میلی۱۰۰قیح تر محیط کشت با تلیل۲حاوی 

صورت اتوماتیک و با افزودن  به pHانجام گرفت. در آزمایش 
اشته گه دثابت ن ۷در ید دو نرمال کلر یدروژنهیدروکسید و ه یمسد
میزان اکسیژن محلول با تغییر سرعت همزن در مقادیر مختلف  شد.

اشته ه ددر آزمایش ثابت نگ vvm۱ . سرعت هوادهی درشدتنظیم 
  شد.

لیتری و در ۵تولید در بیوراکتور  نوترکیب: β–NGFتولید پروتئین 
های شرایط ذکرشده در مرحله قبل صورت پذیرفت. رشد باکتری

تا رسیدن  pET39b(+)::β-NGFب شده با وکتور نوترکی ترانسفورم
ادامه یافت. سپس القای پروموتر با  ºC۳۷در  OD600 nm=۶/۰به 

انجام شد و رشد در  مولار میلی۳/۰در غلظت  IPTGافزودن 
ساعت دیگر ادامه یافت. سپس ۲مدت  های مختلف به حرارت
دقیقه جدا شدند و ۱۵مدت  به g۵۰۰۰ها با سانتریفیوژ در  سلول

مولار و سونیکاسیون قرار ۸رسوب سلولی تحت تیمار با اوره 
برای  ،. سوپ رویی حاوی کل محتوای پروتئینی[16]گرفت
 شات بعدی نگهداری شد.آزمای
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درصد اکسیژن محلول و  و دمای پس از القا: DOسازی درصد بهینه
عنوان دو متغیر مستقل در نظر گرفته شدند.  دمای پس از القا به

و توسط  RSMسازی این دو متغیر با استفاده از روش بهینه
انجام (استاتیس؛ ایالات متحده)  Design expert 7.0افزار  نرم

پاسخ  بار تکرار طراحی شد.۵سطح مختلف و ۳آزمایش در ۱۳شد. 
داربودن مدل  در اینجا میزان تولید پروتئین در نظر گرفته شد. معنی

ارزیابی شد. همچنین با استفاده از منحنی  F-testاز طریق 
تمام کنش دو متغیر بر پاسخ مشخص شد.  برجسته برهم

  ترسیم شدند. Design expert 7.0 افزار های مربوطه در این قسمت با نرم منحنی
غلظت پروتئین توسط روش برادفورد و با  تعیین غلظت پروتئین:

 عنوان استاندارد به (BSA) استفاده از آلبومین سرم گاوی
  .[17]گیری شد اندازه

ها گذاری نمونهپس از لکه بلات: تشخیص پروتئین با روش دات
ایالات متحده)، کاغذ توسط بافر  ؛روی کاغذ نیترو سلولز (میلی پور

% ۵) حاوی TBS-T )Tris-HCl, NaCl, Tween 20کننده  بلاک
وشو  مرحله شست۳شیر خشک بدون چربی بلاک شد. پس از انجام 

هیستیدینی  بادی مونوکلونال ضددنباله پلی، آنتیTBS-Tبا بافر 
ایالات  ؛(سیگما (HRP)یداز پراکس یشراد هورس متصل به آنزیم

استفاده قرار گرفت. در پایان کاغذ با  مورد ۱:۱۰۰۰متحده) با رقت 
 DAB (3,3ʹ-Diaminobenzidine)سوبسترای رنگی 

کانادا) در حضور پراکسید هیدروژن در محیط تاریک  ؛(بیوبیسیک
  انکوبه شد.

 β–NGFدهنده میزان بیان پروتئین  مساحت هر لکه که نشان
مورد  Image J افزاری است از طریق نرمهیستیدین حاوی دنباله پلی
  .[18]ارزیابی قرار گرفت

  
  ها یافته

سازی دمای پس از القا و میزان های حاصل از بهینهتحلیل داده
%DO  به روشRSM : دو فاکتور%DO  و دما فاکتورهایی

ها و متعاقباً میزان تولید طور مستقیم بر رشد باکتری هستند که به
گذارند؛ لذا در این بررسی تاثیر این دو تاثیر می نهاها در آپروتئین

متغیر بر میزان تولید پروتئین مورد ارزیابی قرار گرفت. میزان 
عنوان  گیری شد به پروتئین سلولی که به کمک روش برادفورد اندازه

شد (جدول  تحلیل Design expert 7.0افزار  پاسخ به کمک نرم
ند بیشترین میزان تولید دهطور که نتایج نشان می ). همان۱

که مربوط به  لیتر است گرم بر میلی میلی ۶/۹±۶۱/۰پروتئین، 
، DOو میزان  ºC۵/۲۸یعنی دمای پس از القای  ۹آزمایش شماره 

پس  دمایشده برای مدل و  محاسبه داری معنی. مقدار است% ۳۰
دهنده دارای اعتبار نشان است ۰۵/۰که مقادیری کمتر از  (A) از القا

در تولید بیشینه پروتئین  بررسی و اهمیت این ترم بودن مدل مورد
  ).۲(جدول استسلولی 

 ۱در شکل شده  ترسیمبعدی دوبعدی و سه های منحنیهمچنین 
 ºC۵/۲۸بیشترین میزان تولید پروتئین در دمای  که دهندنشان می

باعث کاهش  DO. کاهش دما و افزایش درصد است% DO ،۳۰و 
شود. در مقابل با کاهش وتئین با شیب بسیار تند میشدید تولید پر

کاهش چشمگیری در تولید  ºC۳۷ و افزایش دما تا DOدرصد 
  شود.پروتئین مشاهده نمی

که هدف از این  آنجا از: β–NGFبررسی بیان پروتئین نوترکیب 
در هر  است، β–NGFمطالعه بررسی میزان تولید پروتئین نوترکیب 

بادی مونوکلونال ضددنباله بلات با استفاده از آنتی مورد دات

هیستیدینی گذاشته شد تا میزان تولید پروتئین مذکور مورد  پلی
افزار با نرم تحلیلبلات و  طور که نتایج دات ارزیابی قرار گیرد. همان Image J دهد بیشترین میزان بیان و تولید پروتئین نشان می

 شکلو  ۱نمودار ( است ۹شماره  نیز در آزمایش β–NGFنوترکیب
بادی ضددنباله دهنده واکنش آنتی )؛ ظهور لکه نشان۲
نوترکیب حاوی این دنباله  β–NGFهیستیدینی و پروتئین  پلی
  .است

  
طراحی آزمایش برای دو متغیر (دمای پس از القا و میزان اکسیژن  )۱جدول 

  محلول) و یک پاسخ (غلظت پروتئین)

دمای پس از القا  آزمایش
(ºC)  

درصد اکسیژن محلول 
(%DO)  

پاسخ (غلظت کل محتوای 
 )mg/mlپروتئینی 

۱ ۱ -  ۰/۲۰  ۱ -  ۱۰ ۶۸/۰±۲۷/۵  
۲ ۱+  ۰/۳۷  ۱ -  ۱۰ ۲۰/۰±۸۳/۸  
۳ ۱ -  ۰/۲۰  ۱+  ۵۰ ۷۲/۰±۰۰/۵  
۴ ۱+  ۰/۳۷  ۱+  ۵۰ ۷۸/۰±۶۳/۴  
۵ ۱ -  ۰/۲۰  ۰ ۳۰ ۱۳/۰±۴۵/۳  
۶ ۱+  ۰/۳۷  ۰ ۳۰ ۶۴/۰±۷۳/۷  
۷ ۰ ۵/۲۸  ۱ -  ۱۰ ۶۰/۰±۳۱/۷  
۸ ۰ ۵/۲۸  ۱+  ۵۰ ۸۸/۰±۰۳/۵  
۹ ۰ ۵/۲۸  ۰ ۳۰ ۶۱/۰±۶۰/۹  
۱۰ ۰ ۵/۲۸  ۰ ۳۰ ۷۵/۰±۰۰/۹  
۱۱ ۰ ۵/۲۸  ۰ ۳۰ ۶۵/۰±۴/۹  
۱۲ ۰ ۵/۲۸  ۰ ۳۰ ۷۱/۰±۴۰/۹  
۱۳ ۰ ۵/۲۸  ۰ ۳۰ ۷۵/۰±۳۰/۹  
  

  E. coliمعیار برای میزان پروتئین تولیدشده در  تحلیل انحراف )۲جدول 
 F p-valueمربع میانگین مربعاتمجموع  عبارت
 ١٦/٦٠١٦٨/٠ ٧٧/٩ ٨٧/٤٨ مدل

 ٨٦/٥٠٤٦٠/٠ ٣٠/٩ ٣٠/٩  (A)دمای پس از القا 
 ٧٩/٤٠٦٤٩/٠ ٥٩/٧ ٥٩/٧ (B) درصد اکسیژن محلول

AB ٤٣/٢١٦٢٧/٠ ٨٦/٣ ٨٦/٣ 
A2 ٣٥/٧٠٣٠٢/٠ ٦٦/١١ ٦٦/١١ 
B2 ٧٨/٣٠٩٢٨/٠ ٠٠/٦ ٠٠/٦ 
  

  
و دمای پس از القا  DO%تاثیر  (B)بعدی  و سه (A)نمایش دوبعدی  )۱شکل 

  بر میزان تولید پروتئین کل سلولی (غلظت پروتئین)
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افزار  شده با نرم گیری اندازه FGNβدرصد بیان پروتئین نوترکیب ) ۱نمودار  ImageJ  

  

 
های نوترکیب  شده از باکتری های استخراج بلات از پروتئین بررسی دات )۲شکل 

بادی ضددنباله  با استفاده از آنتی pET39::β-NGFحاوی پلاسمید 
  HRPهیستیدین متصل به  پلی
  

  بحث
دارویی، تولید  یهاهای متداول تولید پروتئینامروزه یکی از راه

های از میزبانتوان . در این روش میاستصورت نوترکیب  به
یوکاریوتی و پروکاریوتی متعددی بهره جست، اما استفاده از 

کاری آسان در مقام دلیل سهولت کشت و دست به E. coliباکتری 
  .[19]نخست قرار دارد

 یهاشده تولید پروتئین در مطالعاتی که توسط افراد مختلف انجام
و در هر سازی شده است در این باکتری بهینه ینوترکیب متفاوت

مورد شرایط کشت، دمای پس از القا، زمان پس از القا یا غلظت 
و  سواریطور مثال  به. [22-20]بررسی قرارگرفته است القاگر مورد

یابی به بیشترین میزان  منظور دست به همکاران نشان دادند که 
بهترین  E. coli تولید هورمون رشد انسانی نوترکیب در باکتری

و بهترین زمان پس  ºC۲۵رین دمای کشت ، بهتTBمحیط کشت 
و همکاران تولید اینترفرون آلفا را  آزمان. [20]ساعت است۱۰از القا 
 IPTGسازی کردند و غلظت  بهینه E. coliپلاسم باکتری  در پری

عنوان شرایط بهینه معرفی  را به ºC۲۵میلی مولار و دمای  ۰۵/۰
 β–NGFسازی تولید  و همکاران بهینه غلامی. همچنین [21]کرند

در مقیاس آزمایشگاهی انجام دادند  E. coli نوترکیب را در باکتری
، دمای پس از القا و زمان پس از القا IPTGو بهترین غلظت القاگر 

. [22]ساعت به دست آوردند۲و  ºC۲۵میلی مولار، ۱ترتیب  را به
عنوان منابع  بههمین گروه تحقیقاتی از گلیسرول و عصاره مخمر 

کربن و نیتروژن استفاده کردند و بهترین غلظت گلیسرول و عصاره 
منظور دست یابی به بیشترین میزان تولید پروتئین  به مخمر را 
ذکر است که اغلب  شایان. [23]به دست آوردند β–NGF نوترکیب
 ها در مقیاس آزمایشگاهی و در فلاسک کشت انجام یاین بررس

شده در فلاسک کشت حاکی از این  انجام یها یشده است. بررس
مطلب است که در مورد هر پروتئین نوترکیب شرایط کشت و القا 
مثل غلظت القاگر، دمای پس از القا و زمان پس از القا متفاوت 

یابی به بیشترین بازده تولید،  منظور دست به است و در هر مورد باید 
  سازی این عوامل صورت پذیرد. هبهین

تر و در فرمانتورهای بزرگ جا که تولید در مقیاس وسیعاز آن
گرفته  عوامل و فاکتورهای متعددی باید در نظر است،تر  پیچیده

دلیل  سازی باید با دقت بیشتری انجام پذیرد. اما بهشوند و بهینه
بربودن تولید در مقیاس صنعتی گزارشات اندکی  پیچیدگی و هزینه

در بیوراکتور در  های نوترکیب پروتئین سازی تولیدزمینه بهینه در
ای در  شایان ذکر است که تا کنون هیچ مطالعه. [11-9]استدست 

نوترکیب β–NGF سازی بیان و تولید پروتئین مورد تولید یا بهینه
در مطالعه حاضر ابتدا در بیوراکتور صورت نگرفته است، لذا 

ی مستقل عنوان متغیرها و دمای پس از القا به DOفاکتورهای %
تولید  RSMدر نظر گرفته شدند و با استفاده از روش آماری 

 سازی شد.لیتری بهینه۵در بیوراکتور  E. coliپروتئین در باکتری 
یافته افزایش کل سلولی % تولید پروتئینDO ،۳۰و میزان  ºC۵/۲۸نتایج بررسی حاضر نشان داد که با افزایش دمای پس از القا تا 

یابد. این نتایج با نتایج تولید اندکی کاهش میآن  از و پس
و  ونگو همکاران کاملاً مطابقت دارد.  ونگآمده توسط دست  به

یک فاکتور ضروری برای  DOنشان دادند که  ۲۰۱۵همکاران در سال 
شده  رشد سلول و تولید پروتئین در بیوراکتور است. در بررسی انجام

یافته % برای تولید افزایش۳۰% یا DO ،۲۰توسط این دانشمندان %
و همکاران  لی . همچنین[9]گلوتاتیون سنتتاز نوترکیب گزارش شد

نشان دادند که دمای محیط کشت، فاکتور بسیار  ۲۰۱۳در سال 
. این افراد دمای محیط استمهمی در تولید پروتئین در بیوراکتور 

سلولاز  متیل یافته کربوکسی را برای تولید افزایش ºC۳۵کشت 
  .[10]گزارش کردند E. coliنوترکیب در باکتری 

یابی به  که هدف اصلی کشت و تولید در بیوراکتور دست آنجا از
، لذا در بررسی حاضر میزان تولید استپروتئین نوترکیب هدف 

نیز در همین شرایط مورد ارزیابی قرار  β–NGFپروتئین نوترکیب 
بادی بلات با استفاده از آنتی گرفت. بدین منظور از روش دات

و شدت رنگ هر لکه که  شدهیستیدینی استفاده  ضددنباله پلی
مورد  Image Jافزار با نرم است β–NGFمتناسب با میزان پروتئین 

ن تولید دهنده بیشترین میزا ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان
، DOو  ºC۵/۲۸ یدر دمای پس از القا β–NGFپروتئین نوترکیب 

 دیگر شرایطی که سبب افزایش تولید پروتئین عبارت . بهاست% ۳۰
شده در این مطالعه  در بیوراکتور استفاده E. coliدر باکتری  کل

به همراه نوترکیب را نیز  β–NGFیافته شده است تولید افزایش
آمده در فلاسک  دست این نتایج تا حدودی با نتایج به .داشته است

 β–NGFکشت مطابقت دارد زیرا در فلاسک کشت نیز بهینه تولید 
. همچنین [22]شد نوترکیب در دماهای نسبتاً پایین حاصل می

های  دهد که بیان و تولید پروتئین گزارشات متعددی نشان می
هش دمای پس از ، با کاβ–NGFپیچیده دیگری علاوه بر پروتئین

یابد زیرا با کاهش دما علاوه بر کاهش عملکرد  القا افزایش می
ها بهتر صورت خواهد  پروتئازهای سلولی، پیچش صحیح پروتئین

  .[25 ,24 ,20]گرفت
  

  گیری نتیجه
 یو دما DO% یزانکرد که م یریگ یجهنت ینچن توان یم یطور کل به

 یها یبر رشد باکتر یرگذارپس از القا که دو فاکتور مهم و تاث
 یانو ب یدتول یزانم ، برهستند یوراکتوردر ب E. coliمثل  یبنوترک
دارند.  یمیمستق یرتاث یز) نβ–NGF(مثل یبنوترک یها ینپروتئ
در  β–NGF ینپروتئ یدتول یزانم ینشتریذکر است که ب یانشا
اتفاق افتاده است و در مورد  DO%،۳۰و  ºC ۲۸/۵ یدما
  انجام شود. یدصورت مجزا با هب یساز ینهبه یگرد یها ینپروتئ
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تحقیق حاضر با حمایت مالی ستاد توسعه و علوم تشکر و قدردانی: 
به دکتر زهرا حاجی  ۲۵۸۰۲/۱۱بنیادی تحت شماره طرح  یها لسلو

شده است. همچنین نویسندگان از دانشگاه تهران  حسن انجام
کر و قدردانی منظور انجام این پروژه تش هدلیل حمایت مالی ب به
  نمایند. یم

  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است. :اخلاقی تاییدیه
  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.: منافع تعارض
 نگارنده ،)اول نویسندهحسن ( یزهرا حاج :نویسندگان سهم
 یدهس؛ %)۶۰( بحث نگارنده/اصلی پژوهشگر/شناس روش/مقدمه
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