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 چکیده

. بهباشدیمی مورد استفاده برای تولید پروتئین نوترکیب هامیزبانیکی از مهمترین  اشرشیاکلیباکتری 

 جهت مصرف مورد تایید آمریکا رویی که توسط سازمان غذا و دارویی داهاپروتئینعنوان مثال، بیشتر 

هایی که این موجود را به یک کارخانه مناسب اند. یکی از مزیتتولید شده اشرشیاکلیاند در قرار گرفته

ب امر سب . اینباشدمیی نوترکیب تبدیل کرده، شناخت کامل ماهیت زیستی آن هاپروتئینجهت تولید 

ی اخیر امکان ایجاد تغییرات جهت دار برای مبدل ساختن این کارخانه کوچک هاسالشده است که در 

های گوناگون فراهم ی نوترکیب با ویژگیهاپروتئینتر انواع ای هوشمند برای ساخت آسانبه سامانه

تولید مقدار بالا  ی مختلف و بسیار پرکاربردی برایی مهندسی شدههاسویهشود. به طوری که هم اکنون 

ی والد و وحشی به دست آمده است که در آزمایشگاه و هاسویهی مورد نظر از هاپروتئینو پایدار 

پرداخته  هاهسوی پرکاربردترین این. در این مقاله مروری به معرفی تعدادی از باشدمیصنعت قابل استفاده 

 .شودمی

 بان، پروتئین نوترکیب، میزاشرشیاکلی: کلید واژگان
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 مقدمه-1

به دلیل نقش سااااختاری و عملکردی خود در  هاپروتئین

های دارای اهمیت ویژه به حساب سلول، از ماکرومولکول

به می جامع مربوط  عات  طال جام م به علاوه، برای ان ند.  آی

و  هاپروتئین 1ها و عملکردشااناسااایی ساااختار، اندرکنش

ست آنهاکاربرد  صنایع مختلف دارویی و زی ری به فناودر 

بی به امقادیر کافی از پروتئین مورد نظر نیاز اساات. دسااتی

پذیر اسااات. اول این که این هدف به دو صاااورت امکان

سازی کنیم که  صلی آن جدا پروتئین مورد نظر را از منبع ا

بل  قا کافی از آن پروتئین  قادیر  معمولا در این روش م

 2یدسااتیابی نخواهد بود. راه دوم و به صاارفه تر، بیان بالا

ی بیانی هاسیستمنوترکیب در  صورتبهپروتئین مورد نظر 

به این که در حال باشااادمیموجود  با توجه  . به علاوه، 

ی مورد اسااتفاده در صاانایع هاپروتئینحاضاار بساایاری از 

فناوری انواع دسااات ورزی شاااده از دارویی و زیسااات

اسااتخراآ آنها از منبع اصاالی  ،پروتئین اصاالی هسااتند

 .[1] نیستپذیر امکان

ی مختلفی کااه برای تولیااد پروتئین هااامیزباااندر میااان 

یل مزایای به دل اشرشیاکلینوترکیب موجود هستند باکتری 

ول اساات و با این اغلب اوقات انتخاب ا خاصاای که دارد

فاده از این میزبان برای که برخی محدودیت ها در اسااات

خاصااای از  ید انواع  یای  هاپروتئینتول وجود دارد؛ مزا

غیرقابل انکار آن ازجمله تولید بالای محصول، ارزان بودن 

این سیستم بیانی سبب ایجاد  ورزیدستو سادگی انجام 

و پلاسااامید های متنوع مهندسااای شاااده برای  هاساااویه

ید  تاریخ تول های مختلف در طول   یهاپروتئینکاربرد

. در واقع، پس از کشااف باکتری [1]نوترکیب شااده اساات

و  تسایولوژیکروبیم چیئودور اشارتتوساط  اشارشایاکلی

شک  صص اطفال آلمانپز سال ی متخ   امروزه،  1884در 

مرجع  هیسو کی عنوانبهاغلب  E. coli Nissle 1917سویه

 یپزشاااک ساااتیمدل در مطالعات ز سااامیکروارگانیم ای

به منظور  هیساو بینوترک یهایاز جمله دساتکار ،یتجرب

                                                 
1 Proteomics  

تفاده اس دیجدهای ویژگیبا یی هاسویهاز  یساخت مشتقات

    .[3‚2] شودمی

 یاکلیاشرشی بیانی مختلف هاسویهدر این مقاله، به معرفی 

را به تفصیل بیان خواهیم  آنهاپرداخته و کاربرد هر یک از 

 کرد.

سوم -2 سویهمر شیاکلیهای بیانی ترین  شر : انواع و ا

 کاربردها

که در حال حاضاار در  اشاارشاایاکلیهایی از باکتری گونه

گیرند از ی نوترکیب مورد استفاده قرار میهاپروتئینتولید 

یرغم . علشااوندمیمشاات   K-12و  Bدو سااویه اصاالی 

های مشاااخصااای در تولید نزدیکی این دو گونه، تفاوت

 .[4]شودمیدیده  آنهاپروتئین نوترکیب بین 

های کاملی توسط مطالعات جامع و مقایسه 2012در سال  

سطح ژنوم تا پروتئوم و  سونگ هو یون و همکارانش در 

ای برای شاااناخت ساااازی رایانهبه دنبال آن انجام شااابیه

متابولومیکس این دو گونه صاااورت گرفت. این مطالعات 

نشان داد که، دلایل مختلفی برای این اختلاف وجود دارد. 

شتر  توانمیاز جمله این دلایل  در  B یسویهبه قابلیت بی

های های ساخت اسیدهای آمینه و وجود آنزیمفرایند انجام

ده ی ساااخته شااهاپروتئینپروتئازی کمتر که ساابب حف  

شاره  ،شودمینوترکیب از اثر هیدرولیتیک آنها  صورتبه ا

شیاکلینمود. به علاوه، عدم وجود فلاژل در باکتری  شر  ا

یه  حاوی ژن  Bساااو ید  مال کمتر خروآ پلاسااام و احت

نمینوترکیب نیز  جاد این اختلاف شاااود. از  دتوا یل ای دل

دارای یک سیستم ترشحی نوع دو اضافی  Bطرفی، سویه 

سویه  سبت به  شا و دیواره آن برای  Kن ساختار غ بوده و 

تر ترشااح راحت تر پروتئین نوترکیب بیان شااده مناسااب

های مربوط به شااو  ژن K یسااویهاساات. در مقابل، در 

داشااته و این  B یسااویه حرارتی بیان بیشااتری نساابت به

زای محیطی موضوع آن را نسبت به برخی شرایط استرس

 . [5] است کردهتر مقاوم

2 Over-expression 
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ه، در واقع نتیجاندشدهیی که از این دو سویه مشت  هاگونه

ستند. بهی متفاهاجهشی ایجاد  صی ه شخ عبارت وت م

صادفی در ژنوم با اعمال تغییرات ژنی هدفدیگر،  دار یا ت

و ساسس غربالگری  Kو  Bی اشارشایاکلی هاباکتریاولیه 

تری از این ی جدید ایجاد شاااده، به انواع کاربردیهاگونه

ی تولید پروتئین نوترکیب دساات یافته در حوزه هاباکتری

 . [1] شده است

شامل  K-12ی مشت  از اشرشیاکلی هاسویهپرکاربردترین 

DH5α ،W3110 ،DH1 ،RV308 ،MG1655 ،HMS174 

 B اشاارشاایاکلی؛ ولی در مورد [8-6] هسااتند JM109و 

ی مهندسی شده بیشتری وجود دارد که هریک به هاسویه

قرار گرفته و اطلاعات آن  ورزیدستمنظور خاصی مورد 

 آوری شده است. جمع 1جدولخلاصه در  صورتبه

 ی موجود جهت بیان پروتئین نوترکیبمهندسی شده ی B اشرشیاکلی یهاسویه 1جدول 

   

 کاربرد هورزی انجام شددست نام سویه

BL21(DE3) 
در  T7باکتریوفاژ  مرازپلیRNAوارد کردن ژن 

 اشرشیاکلیکروموزوم باکتری 
بیان بالای پروتئین نوترکیب به علت قوی بودن پروموتر 

RNAمرازپلی T7 

Bl21 (DE3) pLysS 
برای کاهش  T7ایجاد مقادیرکم لیزوزیم 

RNAمرازپلی T7  توسط پلاسمیدpLysS 
 های نوترکیب دارای سمیت برای میزبانبیان پروتئین

C41(DE3) 

در باکتری  lacIهای تصادفی در ژن ایجاد جهش

که سبب کاهش بیان  BL21(DE3)اشرشیاکلی 

RNAمراز پلیT7 شده 
 های نوترکیب دارای سمیت برای میزبانبیان پروتئین

C43(DE3) 

در باکتری  lacIهای تصادفی در ژن ایجاد جهش

که سبب کاهش بیان  BL21(DE3)اشرشیاکلی 

RNAمراز پلیT7 شده 

 سمیت برای میزبانهای نوترکیب دارای بیان پروتئین

Mutant56(DE3) 
 RNAتغییر در در یکی از اسیدهای آمینه ژن 

 T7مراز پلی

و کاهش بیان  T7مراز به پروموتر پلیRNAکاهش اتصال آنزیم 

 پروتئین نوترکیب دارای سمیت برای میزبان

RiboTite 

قرار دادن توالی ریبونوکلوئیک اسیدی تنظیم شونده 

 RNAژن  5̍در بخش غیر ترجمه شونده انتهای 

 و بالادست ژن نوترکیب هدف T7مراز پلی

کنترل بیان پروتئین هدف به منظور افزایش ترشح آن در فضای 

 پلاسمی میزبانپری

Bl21(DE3::ara) 
ی در سویه  PlacUV5جایگزینی پروموتر 

BL21(DE3) ( با پروموتر آرابینوزParaBAD) 
 توده و مقدار پروتئین نوترکیب بیان شدهافزایش زیست

Lemo21 (DE3) 

باشد می T7که مسئول تولید لیزوزیم  lysYژن 

تحت کنترل یک پروموتر قابل تنظیم به نام 

rhaPBAD  .قرار گرفته است 
 یزبانمهای نوترکیب دارای سمیت برای ی پروتئینبیان کنترل شده

BL21-AI 

ی پروموتر به وسیله IPTGتنظیم ثانویه القای بیان با 

pBAD  تحت القای قند آرابینوز با اثر بر روی

که سبب تنظیم  T7مراز پلیRNAپروموتر ژن آنزیم 

 شود.بیان آن می

کنترل دوگانه برای بیان پروتئین نوترکیب دارای سمیت در سلول 

 میزبان

BL21-AI<gp2> 

که در آن کنترل سیستم بیانی  BL21-AIز مشتقی ا

اند توی القاکننده که میتنها با استفاده از یک ماده

 شود.باشد، انجام می IPTGآرابینوز یا 

 های نوترکیب دارای سمیت برای میزبانبیان پروتئین

Tuner (DE3) 

آز در آن جهش داده شده ژن مربوط به لاکتوز پرمه

صورت وابسته به فقط به IPTGو مولکولهای 

های غلظت و نه به شکل انتقال فعال در باکتری

القای یکنواخت بیان پروتئین نوترکیب برای کاهش سمیت آن در 

 سلول میزبان
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صورت یکنواخت میزبان وارد شده و عمل القا به

 .شودمیانجام 

 

BL21-Codon Plus 
(DE3)-RI(P)L 

کمیاب های های حامل کدونtRNAژن مربوط به 

های آرژینین در باکتری، شامل اسید آمینه

(AGG/AGA( پرولین ،)CCC( لوسین ،)CUA و )

 pRI(P)L( بر روی پلاسمید AUAایزولوسین )

هت ج اشرشیاکلیبرطرف کردن مساله انحراف کدونی در باکتری 

 افزایش بیان پروتئین نوترکیب

Rosetta (DE3)   

Rosetta 2(DE3) 

های حامل کدون های tRNAهای در این سویه ژن

(، CCC(، پرولین )GGAهای گلیسین ) اسیدآمینه

(، ایزولوسین AGG/AGA/CGGآرژینین )

(AUA( و لوسین )CUA بر روی پلاسمید )

pRARE2 شود.حمل می 

برطرف کردن مساله انحراف کدونی در باکتری برای افزایش بیان 

 پروتئین نوترکیب هدف

SixPack 

ی دارای فراوانی کم در tRNAژن مربوط به شش 

یک اپرون ریبوزومی در کروموزوم اشرشیاکلی 

BL21 (DE3) شده است.  وارد 

ی آن هم تامین شده و باکتری با tRNAبا بیان پروتئین نوترکیب، 

 .شودمیکمبود ظرفیت بیانی مواجه ن

origami 

 trxBهای های مربوط به دو آنزیم ردوکتاز با نامژن

اند. اکسایشی با ایجاد جهش از کار افتاده gorو 

 شود و بدینشدن بیشتر محیط سیتوپلاسم می

لفیدی سوترتیب شرایط برای تشکیل پیوندهای دی

 شود.فراهم می

اکسایشی شدن بیشتر محیط سیتوپلاسم و ایجاد شرایط برای 

 ی در سیتوپلاسم میزبانسولفیددیتشکیل پیوندهای 

Shuffle T7 Express 

) یک  DsbCوارد کردن ژنی که مربوط به آنزیم 

سولفیدی( است علاوه بر ناکار ایزومراز پیوند دی

 gorو  trxBهای کردن ژن

 در سیتوپلاسم سولفیددیگیری صحیح پیوندهای افزایش شکل

 باکتری میزبان

CyDisCo 

مربوط به آنزیم  Erv1pهای وارد کردن ژن

سولفیدریل اکسیداز ساکارومیسس سرویزیه و ژن 

سولفید ایزومراز بر روی یک مربوط به آنزیم دی

 پلاسمید

ح ی و فولد شدن صحیسولفیددیتشکیل فعال پیوندهای صحیح 

 پروتئین نوترکیب و بیان بالاتر آن

Rosettagami (DE3) ی های سویهمجموع ویژگیRosetta  وOrigami  سولفیددیرفع مساله انحراف کدونی و تشکیل پیوند 

ArcticExpress 

بیان همزمان دو چاپرونین باکتری سرمادوست 

Oleispira antarctica های به نامCpn10  و

Cpn60 با پروتئین نوترکیب 

 فولدینگ پروتئین نوترکیب فرایندانجام صحیح 

ArcticExpress (DE3) 

بیان همزمان دو چاپرونین باکتری سرمادوست 

Oleispira antarctica های به نامCpn10  و

Cpn60 با پروتئین نوترکیب 

مانند  T7سازگاری با وکتورهای بیانی تحت کنترل پروموتر 

 pCALو  pETوکتورهای 

TatExpress BL21 
در بالادست اپرون  ptacپروموتر قوی و قابل القای 

tatABCD ی سویهBL21 .قرار داده شده است 
گرم در لیتر( در میلی 30ترشح مقدار مناسبی از هورمون رشد )

 باکتری پلاسمیپریفضای 

Marionette 

ژن تنظیمی در ژنوم  12های مربوط به ژن

کلون  BL21و  MG1655 ،DH10Bهای باکتری

 .شده است
 میزبان یکایجاد قابلیت تولید همزمان چند پروتئین نوترکیب در 
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. ورود 2. ورود مستقیم قطعه ژنتیکی به قسمتی از کروموزوم باکتری 1ی مهندسی سویه جهت تولید پروتئین نوترکیب نحوه 1شکل 

ماده ژنتیکی کروموزوم  جهش یا حذف درایجاد . 3جدید به داخل باکتری قطعه ژنتیکی به یک پلاسمید و انتقال پلاسمید حاوی ژن 

 باکتری

 

سویهبه سی  د به بای ،طور کلی، برای بیان نحوه انجام مهند

شاره کنیم. در حالت اول، یک قطعه خارجی در  3 حالت ا

؛ اما در حالت دوم، این شاااودمیکروموزوم باکتری وارد 

ی یک پلاساامید خارجی وارد قطعه یا قطعات به وساایله

. در حالت سوم، تغییر در کروموزوم شوندمیسلول میزبان 

حذف یا ایجاد جهش ازبین برنده یا  صاااورتبهباکتری 

نده  جام میکاه یت ژن مورد نظر ان عال . این [9]دشاااوف

 .اندشدهشماتیک نشان داده  صورتبه 1ها در شکلفرایند

است  BL21 (DE3) اشرشیاکلی، Bمهمترین مشت  سویه 

میلادی توسااط اشااتودیر و موفات با  1986که در سااال 

در  T7باکتریوفاژ  مرازپلیRNAاسااتفاده از وارد کردن ژن 

شیاکلیکروموزوم باکتری  شر ست آمد که علاوه بر  ا به د

کاربرد خود را حف  کرده  یت و  تا کنون اهم که  این 

شت  هاسویه . در این اندشدهی متنوع دیگری نیز از آن م

حت کنترل پروموتر  یه، ژن مورد نظر ت یک  T7ساااو در 

ظت  فه کردن غل با اضاااا ته و  یانی قرار گرف ید ب پلاسااام

-1-د-ی ایاازوپااروپاایاال بااتااامشااااخصاااای از ماااده

به آن  به اختصاااار  که  ید  گالاکتوپیرانوز ته  IPTGتیو گف

قا  ودشااامی یب مورد نظر ال ید پروتئین نوترک برای تول

ه از اواسط فاز لگاریتمی . اضافه کردن ماده القا کنندشودمی

 .[10] دشورشد تا انتهای این فاز انجام می

سی میزبان  -3 شیاکلیمهند شر شکل بیان  ا برای رفع م

 پایه و سمیت پروتئین نوترکیب

های بیانی القایی که در آنها ژن مورد نظر تحت ساایسااتم

، در محیط شودمیبیان  پلی مراز T7 RNAکنترل پروموتر 

های پیچیده به علت وجود لاکتوز در محیط، دچار کشاات

بیان زودهنگام و ناخواساااته قبل از افزودن ماده القا کننده 

. بیان پروتئین مورد نظر قبل از افزودن ماده القا شاااوندمی
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لات . یکی از مشکشودمیبیان پایه شناخته  عنوانبهکننده 

سویه BL21(DE3) یسویه شدن  ضعیف جایگزین  های 

 مقیاس بالای بیان در فرمانتوربیانی یا بدون پلاسااامید در 

ی پروتئین هدف قبل از القا اسااات علت وجود بیان پایهبه

که با راه حل ارائه شده از سوی خود اشتودیر با استفاده از 

. به [11] باشااادمیمحیط کشااات خود القایی قابل حل 

یادی از پروتئین نوترک  یب توساااطعلاوه، وقتی میزان ز

ه ، میزان اساایدیتشااودمیاشاارشاایاکلی در فرمانتور تولید 

سید سته ا ستیک ت محیط کشت به علت تولید ناخوا وسط ا

رود. اسیدی شدن محیط کشت سبب از بین باکتری بالا می

و خروآ آنها از مسیر بیان پروتئین  هاباکتریتر رفتن سریع

مودن ن. یکی از کارهایی که برای برطرف شودمینوترکیب 

های مسیر ساخت این مساله انجام شده، کاهش بیان آنزیم

ز با اسااتفاده ا باشااد کهمیاسااتیک در اشاارشاایاکلی  اسااید

قرار  ورزیدساااتسااانس مورد ی آنتیRNAتکنولوژی 

ست  T7 مرازپلیRNA. کاهش بیان آنزیم [13‚12] گرفته ا

 BL21 یسااویهدر  T7با اسااتفاده از مقادیر کم لیزوزیم 

(DE3) pLysS  .راه حل دیگری برای این موضااوع اساات

که ژن مقاومت  باشدمی pLysSاین سویه دارای پلاسمید 

 یساااویه. دو [14] کندبه کلرامفنیکل را با خود حمل می

C41(DE3)  وC43(DE3)  یههم یی مشااات  از هاساااو

BL21(DE3)  ی تصااادفی در ژن هاجهشهسااتند کهlacI 

شااده و در  T7 مرازپلی RNAدر آنها ساابب کاهش بیان 

سلول هاپروتئینمورد  سمیت بر روی  ی نوترکیبی که اثر 

میزبان دارند قابل اسااتفاده هسااتند. در این دو سااویه می 

ستند و  lacی اپراتور توان از وکتورهای بیانی که بر پایه ه

ستفاده  tacیا  T7از پروموتر  برای بیان پروتئین نوترکیب ا

 ، با اسااتفاده ازهاسااویه، بهره برد. به علاوه در این کنندمی

ظت مادهغل قاهای مختلف  نده ی ال که کن یان رامنوز  ی ب

ماده ندهبرخلاف  قا کن ، میزان ورود آن از IPTGی ی ال

 3محیط کشاات به داخل ساالول باکتری وابسااته به غلظت

                                                 
3 Concentration dependent 
4 Untranslated 5’ region 
5 Upstream  

یان پروتئین نوترکیب را تنظیم  توانمی، باشااادمی میزان ب

شرکت  .[15] کرد سویه توسط  عرضه و  lucigenاین دو 

شدهتجاری ستراتژی یعنی  اند.سازی  ستفاده از همین ا با ا

ای به سویه 2017غربالگری ژنتیکی گروه دیگری در سال 

دساات یافتند که بازدهی بهتری برای بیان  BL21(DE3)از 

ی غشااایی که اکثرا برای اشاارشاایاکلی ساامیت هاپروتئین

، از خود نشان داد. این سویه که تحت عنوان کنندمیایجاد 

Mutant56(DE3)  نامیده شاااد دارای یک جهش منفرد در

که  باشادمی T7 مرازپلی RNAیکی از اسایدهای آمینه ژن 

 .[16] کندتضعیف می T7اتصال آن را به پروموتر 

، در آزمایشااگاه دیکسااون، ازدیاد و تجمع 2018در سااال 

شده در داخل باکتری  ساخته  شحی  پروتئین نوترکیب تر

ضای  شح به ف سمی و تر سیتوپلا شای  جهت خروآ از غ

بهآن،  پلاسااامیپری ته منجر  ناخواسااا ی بازگشاااات 

 داخل به پلاسامیپریشاده در فضاای  جمعی هاپروتئین

سم می ساله، در به منظور جلوگ .شدسیتوپلا یری از این م

 مرازپلیRNAژن  54̍ی انتهای بخش غیر ترجمه شاااونده

T7 بالادساااات ید   5و  هدف، در پلاسااام یب  ژن نوترک

pETORS بخش تنظیمی ریبونوکلوئیااک اسااایاادی بااا ،

قرار داده شد. این سویه  6مکانیسم عمل روشن و خاموش

نامیده شااده اساات، دارای ویژگی  RiboTiteکه با عنوان 

 .[17] باشدمیبیان کنترل شده ژن نوترکیب هدف 

که در ساااال  با  2021در گزارش دیگری  ئه شاااده،  ارا

با پروموتر آرابینوز  PlacUV5جایگزین کردن پروموتر 

(ParaBAD در باکتری )BL21(DE3) شتر ، هم به میزان بی

و هم به مقدار بالاتر بیان پروتئین  7ی باکتریتودهزیسااات

 رزیودست یسویهنوترکیب دست یافته شده است. این 

 .[18] نامیده شده است Bl21(DE3::ara)ی جدید، شده

 صالات یبرا یدادن مکان با قرار هدف نیپروتئ انیکاهش ب

lac repressor  پروموتر بلافاصاله بعد ازT7  از  اساتفادهو

ها قا یپروموتر بل ال  RNA انیکنترل ب یبرا گرید یقا

6 On and off  
7 Biomass  



 و همکاران بختیاری ...  : پرکاربردترین میزباناشرشیاکلی

 

ند پروموتر  یکمتر هیپا انیکه ب T7 مرازپلی مان ند  دار

pBAD های دیگری هساااتند که برای حل این از راه حل

 Lemo21 یساااویهمثال،  عنوانبهمسااااله وجود دارند. 

(DE3)  یسویهکه مشابه BL21 (DE3) pLysS  است تنها

که مساائول تولید  lysYبا این تفاوت که در این سااویه ژن 

شدمی T7لیزوزیم  تحت کنترل یک پروموتر قابل تنظیم  با

قرار گرفته است. در این حالت، با افزایش   BADrhaPبه نام 

ید لیزوزیم  بالا رفته و  T7قند رامنوز در محیط، میزان تول

کمتری در محیط برای بیان  T7 مرازپلیRNAدر نتیجه آن 

 یسویه. در [19] شتپروتئین نوترکیب وجود خواهد دا

شااارکت آمریکایی که توساااط  BL21-AIدیگری به نام 

قند سااازی شااده اساات، تجاری 8ترموفیشاار ساااینتیفیک

بااا اثر بر روی ده و کرالقااا ر  pBADپروموتر آرابینوز 

سبب تنظیم بیان آن  ،T7 مرازپلی RNAپروموتر ژن آنزیم 

به  بیان پروتین نوترکیب که به این ترتیب، مقدار .شااودمی

تنظیم  برای بار دوم شااود،القا می IPTGی ماده یوساایله

. با این که اطلاعات ساااخت این سااویه از [20] شااودمی

سویه از  ست اما این  شده ا شر ن سازنده منت شرکت  سوی 

رود جز مشت  شده و انتظار می BL21باکتری اشرشیاکلی 

 T7مرازپلی RNA، در مورد لوکوس مربوط به araBدر ژن 

و مارکر مقاومت به تتراساااایکلین بین این دو مشاااابهت 

شد شته با سویه  یسویهاخیرا . [1‚21]وجود دا دیگری از 

BL21-AI هدف مشت  شده است که برای رسیدن به این 

سیر تولید پروتئین نوترکیب و  سازی م ست با مجزا  قادر ا

مسااایر رشاااد باکتری از هم، منابع غذایی را مجددا وارد 

توساااط  2021ی مصااارف کند. این کار در ساااال چرخه

ستفاده از فناوری  ستارگارت و همکارانش با ا -enGenesا

X-press  حاصل که به نام  یسویهو در  شدانجامBL21-

AI<gp2> مگذاری شاااد، کنترل سااایساااتم بیانی تنها با نا

فاده از یک ماده قاکننده که اسااات نمیی ال یا  دتوا آرابینوز 

IPTG  [20] شودمیباشد، در سطح سلولی انجام. 

                                                 
8 Thermos Fisher Scientific 
9 Lactose permease  
10 Novagen  

یی که بیان پروتئین نوترکیب در آنها به هاساااویهدر مورد 

سیله ست؛ زیرا شودمیالقا  IPTGی و شرایط متفاوت ا  ،

. یکی شوندمیبه دو شکل وارد سلول  IPTGهای مولکول

سیله صورتبه شایی لاکتوز  یانتقال فعال به و پروتئین غ

آز که مساله و دیگری مسیرهای غیروابسته به پرمه 9آزپرمه

 هاسویهکننده را در این  ی القابه غلظت ماده وابستگی بیان

نگ و بی یهاثر می کمر نابراین، در ساااو ند. ب نام ک به  ای 

(DE3)Tuner  10و مشتقات آن، که به وسیله شرکت نواژن 

شرکتکه در حال ضر در گروه  های چند ملیتی آلمانی حا

ادغام شااده، عرضااه شااده اساات؛ ژن مربوط به  11مر 

آز با ایجاد جهش، غیرفعال شاااده و پروتئین لاکتوز پرمه

صااورت وابسااته به غلظت در فقط به IPTGهای مولکول

صاااورت مل القای بیان، بهر وارد شاااده و عباکتری مذکو

 .[22] شودمییکنواخت انجام 

شکل انحراف هاسویه -4 شده جهت رفع م سی  ی مهند

 در میزبان 12کدونی

برای هر اسااید آمینه طبیعی چند کدون مختلف در طبیعت 

وجود دارد که در هر موجود زنده اسااتفاده از یک یا دو تا 

. از باشدمی، نسبت به بقیه، دارای ارجحیت هاکدوناز این 

خاب هاکدونطرفی، این  بان انت ما در میز ی ترجیحی لزو

باکتری  جا  یب )در این  یان پروتئین نوترک شاااده برای ب

ی آن ( با موجود اولیه و اصاالی تولید کنندهاشاارشاایاکلی

باشااند. در حال طبیعی، یکسااان نمی صااورتبهپروتئین 

یی از مهندساای هاسااویهحاضاار، برای رفع این مشااکل، 

که مساله انحراف کدون  اندشدهساخته  BL21 اکلیاشرشی

-BL21ی هاساااویهاند. از این جمله را برطرف سااااخته

Codon Plus (DE3)-RI(P)L ،Rosetta (DE3)  و مشتقات

و  pRI(P)Lآن می باشاااند که به ترتیب دارای پلاسااامید 

pRARE های های اضااافی از ژنبوده و از این طری  کسی

tRNA  های کمیاب را در سااایساااتم بیانیBL21  ایجاد

 BL21-Codon Plus (DE3)-RI(P)L یسویه. در کنندمی

11 Merck group 
12 Codon bias 
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به  مل tRNAژن مربوط  حا یاب در ی کهاکدونهای  م

(، AGG/AGAهای آرژینین )باکتری، شاااامل اساااید آمینه

سین )CCCپرولین ) سین )CUA(، لو ( بر AUA( و ایزولو

 یساااویهدر . شاااودمیحمل  pRI(P)Lروی پلاسااامید 

Rosetta 2(DE3) ها شامل این ژنtRNA های حامل کدون

(، CCC(، پرولین )GGAهای گلیسااین ) آمینه های اسااید

( و AUA(، ایزولوساااین )AGG/AGA/CGGآرژینین )

 pRARE2( اساات که بر روی پلاساامید CUAلوسااین )

مل  کارانش ژن . [23] شاااودمیح اخیرا لیسینزکی و هم

به شاااش  یک tRNAمربوط  ی دارای فراوانی کم را در 

شیاکلیاپرون ریبوزومی در کروموزوم  شر  BL21 (DE3) ا

یان پروتئین  به موازات ب یب،  به این ترت ند.  وارد کرد

ی آن هم تامین شااده و باکتری با کمبود tRNAنوترکیب، 

. این ساااویه که به تنهایی شاااودمیظرفیت بیانی مواجه ن

 BL21ی هاساااویه دارای قابلیت بیان پروتئین نوترکیب

(DE3)  وRostta2(DE3) باشاادمی ،SixPack  نام گرفته و

 .[24] رسدصورت تجاری نیز به فروش میبه

های ی مهندسووی شووده برای بیان پروتئینهاسووویه -5

 یسولفیددینوترکیب دارای پیوندهای 

در سااایتوپلاسااام ساااویه بیانی  ساااولفیددیایجاد پیوند 

با یکی دیگر از قابلیت اشااارشااایاکلی هایی اسااات که 

ست ست تا بتوان از هاسویه ورزید شده ا ی مادر ایجاد 

یان  باکتری برای ب بان  های هاپروتئینمیز حد ی دارای وا

ستئین و پیوند  سی ستفاده کرد. ا سولفیددیمتعدد  ز جمله ا

شده به این منظور هاسویه س توانمیی بیانی ایجاد  ویه به 

origami یسااویهتش، و مشااتقا Shuffle T7 Express  و

شتقاتش و نیز  شاره کرد CyDisCo یسویهم . [29-25] ا

های مربوط به دو ژن Shuffleو  Origamiی هاساااویهدر 

با ایجاد جهش از کار  gorو  trxBهای ردوکتاز با نامآنزیم 

 اند که این موضوع سبب اکسایشی شدن بیشتر محیطافتاده

سم  شکیل  شودمیسیتوپلا شرایط برای ت و بدین ترتیب 

 یساااویهد. در شاااوی فراهم میساااولفیددیپیوندهای 

Shuffle های ذکر شاااده، ژن علاوه بر ایجاد جهش در ژن

به آنزیم  که مربوط  ند  DsbCدیگری  یک ایزومراز پیو  (

سبب افزایش سولفیددی ست که  شده ا ست نیز وارد  ی( ا

صحیح پیوندهای شکل  . اما درشودمی سولفیددیگیری 

ستکاری آنزیم CyDisCo یسویه سیر احیابدون د  های م

مربوط به آنزیم ساااولفیدریل اکسااایداز  Erv1p، ژن کننده

 سااولفیددیو ژن آنزیم  ساااکارومیسااس ساارویزیهمخمر 

. این اندشااادهایزومراز بر روی یک پلاسااامید قرار داده 

؛ دسازگاری دار اشرشیاکلی یهاسویهپلاسمید که، با همه 

و ی یدسولفدیبه تشکیل فعال پیوندهای صحیح  دتوانمی

ان و متعاقب آن بی فولد شاادن درساات پروتئین نوترکیب

شگاه اولو  سویه در دان بالاتر پروتئین فعال کمک کند. این 

 باشادند سااخته شاده و قابل خریداری میدر کشاور فنلا

 Rosetta-gamiای به نام قابل ذکر اساات که سااویه .[29]

(DE3) صاااورت تجاری توساااط هم در حال حاضااار به

های مجموع ویژگیکه  باشااادمیشااارکت نواژن موجود 

 از به این معنی که؛ داردرا  Origamiو  Rosetta یساااویه

یک ساو مسااله انحراف کدونی و از ساوی دیگر مشاکل 

ی در آن به مقدار زیادی سولفیددیگیری پیوندهای شکل

 حل شده است.

مهندسووی شووده جهت تولید پروتئین ی هاسووویه -6

 نوترکیب محلول

با توجه به این که بیان بالای پروتئین نوترکیب در باکتری 

ای شدن سبب در هم پیچیدن ساختارهای ناصحیح و توده

شیاکلیی هاسویه، ایجاد شودمیآن  شر د با قابلیت تولی ا

ای ای دارد. زیرا، اجسااام تودهپروتئین محلول اهمیت ویژه

سااازی هسااتند اما برگرداندن با اینکه قابل خالص حاصاال

وده یی که فاقد ساختار سوم بهاپروتئینساختار صحیح به 

ست. بهو مانند کلاف در هم پیچیده سانی نی ویژه، اند کار آ

به پروتئین دارای عملکرد از گلوگاه ید رسااایدن  های تول

ه دستیابی است ک اشرشیاکلیپروتئین نوترکیب در باکتری 

ستراتژیبه  صرف زمان و انجام ا ستلزم  های مختلف آن م

 .باشدمیبرای بازسرشت شدن درست پروتئین بیان شده 
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یان یکی از راه حل له، ب های متداول برای حل این مساااا

 که با کاهش بیان ساابب باشاادمیپروتئین در دمای پایین 

. شودیمایجاد زمان بیشتر برای فولد شدن صحیح پروتئین 

اما این روش پاساااخ گوی خوبی برای رفع مسااااله تولید 

شته و غیرفعال در باکتری نبوده و علت هاپروتئین سر ی وا

 13هااای چاااپرونینآن نیز بااه کاااهش عملکرد مولکول

گردد. با توجه به نقش در دماهای پایین باز می اشرشیاکلی

ها در تصاااحیح سااااختارهایی از پروتئین مهم چاپرونین

ست فولد نوترکیب بیا شکل نادر شده در باکتری، که به  ن 

سانتی 30؛ وقتی دمای بیان از اندشده گراد که دمای درجه 

، باشدمی GroEL/ESی عملکرد کمسلکس چاپرونینی بهینه

کند، تنها گراد کاهش پیدا میی ساااانتیدرجه 12به دمای 

. در واقع شاااودمیدرصاااد از فعالیت چاپرونین حف   30

م جاد پایین آوردن د بال آن ای به دن یان و  کاهش ب ا برای 

ساااختار صااحیح در پروتئین، با کاهش عملکرد چاپرونین

ساله، شودمیاثر  های باکتری بی  یهسوی. برای حل این م

که در  ArcticExpressجدیدی مهندسی شده است به نام 

مادوسااات  باکتری سااار چاپرونین   Oleispiraآن از دو 

antarctica های به نامCpn10  وCpn60  اساااتفاده شاااده

ست که دارای فعالیت بالا در دمای  سانتی 12تا  4ا درجه 

و  74گراد هساااتند. این دو چاپرونین که به ترتیب دارای 

و  GroELای با درصاااد مشاااابهت توالی اسااایدآمینه 54

GroES شیاکلی شر ستند همزمان با پروتئین نوترکیب  ا ه

شده و باعث انجام هدف  صحیح آن  پردازش فرایندبیان 

 .شوندمی

، lacاین سااویه با وکتورهای بیانی بر اساااس پروموترهای 

tac  وtrc  صاااورتبهساااازگار بوده و در صاااورتی که 

ArcticExpress (DE3)  باشاااد با وکتورهای بیانی تحت

ند وکتورهای  T7کنترل پروموتر  برای  pCALو  pETمان

حالت، رود که در هر دو بیان پروتئین نوترکیب به کار می

ستفاده ماده شدمی IPTGی القاگر مورد ا مورد  یسویه. با

                                                 
13 Chaperonins  
14 Agilent  

شرکت نظر به سط  شده تو سازی  ستعد سلول م صورت 

 .[31‚30] رسدبه فروش می 14آمریکایی اجیلنت

TatExpress BL21 ست یسویه شده دیگری از  ورزید

BL21  است که در آن پروموتر قوی و قابل القایptac  در

ست اپرون  ست. نتیجه tatABCDبالاد شده ا ی قرار داده 

شد ) سبی از هورمون ر شح مقدار منا صل تر میلی 30حا

مذکور  پلاسااامیپریگرم در لیتر( در فضاااای  باکتری 

 .[32]بود

ی مهندسی شده جهت تولید همزمان و قابل هاسویه -7

 کنترل چند پروتئین نوترکیب

باکتری ورزیدساااتیکی از  جام شاااده بر روی  های ان

یان همزمان چند پروتئین  اشااارشااایاکلی ایجاد قابلیت ب

این ساااویه که تحت  نوترکیب در یک میزبان اسااات. در

نام گرفته و توسااط شاارکت آمریکایی  Marionetteعنوان 

ژن تنظیمی  12های مربوط به ، ژنشااودمی عرضااه 15ادژن

کلون  BL21و  MG1655 ،DH10Bی هاباکتریدر ژنوم 

ست که برخی  های هدف تنظیم منفی ژن صورتبهشده ا

دهند. و برخی دیگر به شااکل مثبت این تنظیم را انجام می

گذاری در پلاسمید بیانی ژن قابل جای 12در این سویه تا 

  .[33] خواهد بود

 بندیجمع -8

 اشاارشاایاکلیی مختلفی از باکتری هاسااویههم اکنون با 

س شده روبرو ه سی  تیم که کار را برای تهیه پروتئینمهند

یب آساااان کل نوترک به شااا ندکردهتر های مورد نظر  . ا

یی که هر کدام مشاااکلی را که دیگر متعل  به هاساااویه

ند حجم و تنوع توانمیگذشااته هسااتند با خود نداشااته و 

د. را برای فعالان این حوزه تولید کنن هاپروتئینبیشتری از 

شمندان  شد دان شرفت علوم و علاقه رو به ر به ویژه، با پی

ته  جاد تغییر در سااااختار زیساااترشااا ناوری برای ای ف

عالیت ی جدید با فهاپروتئینی طبیعی و تولید هاپروتئین

 ورزیدستی هاسویهمتفاوت از پروتئین اصلی؛ ایجاد این 

15 Addgene  



 1403بهار  ،2، شماره 15 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

76 

کننده بوده است. اما اینجا آخر راه نیست شده بسیار کمک

های با ویژگی اشااارشااایاکلیی جدیدتر هاساااویهو قطعا 

این عرصاااه وارد خواهند شاااد. به علاوه، تر به متفاوت

ها نیز به این زمینه از ی دیگری ازجمله باسیلوسهاباکتری

ناوری های مختلف از جمله زیساااتعلوم در شااااخه ف

دارویی، غذایی، کشاورزی، محیط زیست و انرژی پیوسته

یت بوده و اف   بل توجه و پراهم قا جای خود  که در  ند ا

 ند.کنروشنتری را ترسیم می
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Abstract 
One of the most important hosts used for production of recombinant proteins 

is Escherichia Coli. For example, the most therapeutic proteins approved by 

FDA are produced in Escherichia Coli. Comprehensive knowledge about 

biologic nature of Escherichia Coli had made this microorganism to a 

favorable factory for production of recombinant proteins. Accessibility of this 

information have led to rational manipulation for changing of this small 

factory to intelligent system can make different recombinant proteins easier. 

So that, many engineered and useful strains were obtained from wild type and 

parental strains can produce high amount of diverse and stable recombinant 

proteins in lab and industrial scale. In this review, we will present some of 

these strains that are more widely used. 
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