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داکرده ی ـار رواج پیر بس ـی ـدر چنـد دهـه اخ   اي کلاي ییایزبان باکتریب در مینوترک يها نید پروتئیتول -دهیچک
ب در ینوترک يها نیان پروتئید و بیش تولیو افزا يساز نهینه بهیدر زم يادیار زیبس يها شیمطالعات و آزما. است

و ) یسلولش غلظت یافزا( یسلول يد، رسیدن به تراکم بالایش تولیافزا يها از راه. گرفته است ن میزبان انجامیا
ن پژوهش ین منظور در ایبد. باشد یمNGF  β–ب ین نوترکیازجمله پروتئ یداخل سلول يها نیشتر پروتئید بیتول
به  MgCl2ن نمک یتروژن و همچنیعنوان منابع کربن و ن سرول و عصاره مخمر بهین بار با استفاده از گلیاول يبرا

ط کشت شـبانه بـر   یر شراین تأثیهمچن. بالا انجام شد یلدر تراکم سلو يعنوان افزایش دهنده رشد، کشت باکتر
ط با استفاده از روش سطح پاسخ به دست آمد که شامل غلظت ینه شرایبه. قرار گرفت یمورد بررس يرشد باکتر

. باشد یم MgCl2نمک  mM 10تر عصاره مخمر و غلظت یگرم بر ل 14/44سرول، غلظت یتر گلیگرم بر ل 18/23
نـه رشـد   یط بهیبه عنـوان شـرا   rpm 180کریدرجه سانتی گراد و دور ش 37 يساعته در دما 14ن کشت یهمچن
شده نهیبهیط اشردر  NGF β–ب ین نوترکیپروتئ تولیدمیزان رشد سلولی و که ن داد ین مطالعه نشاا. شد یمعرف

  .ستاشته دا یتوجهقابلیش افزابه محیط کشت پایه  نسبت
  

 .MgCl2سرول، عصاره مخمر، روش سطح پاسخ، کشت شبانه، یگل :واژگاندیکل

  

  مقدمه -1
 کـه  پروتئینـی  عنـوان  بـه  قبل سال 50 1عصبی رشد فاکتور

 عصـبی  يهـا  سلول از حفاظت و رشد بقا، ،2تمایز قابلیت

ــزي ــی و مرک ــدارد و  را محیط ــهن یهمچن ــوان  ب عن
                                                             
1 Nerve Growth Factor 
2 Differentiation 

 شناسـایی  ،3هـا  نوروتروفین خانواده عضو نیتر شده شناخته
 از ییهـا  مثـال  بـا ( هورمـون  یک پروتئین این علاوه به .شد
 حسـاب  بـه  نیـز  )B يها سلول روي 4اتوکرینی يها تیفعال

 نشان یرعصبیغ هاي سلول روي را آن اثرگذاري که دیآ یم

                                                             
3 Neurotrophins 
4 autocrine 
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از منابع  یعنوان یک موش نر بالغ به یغدد بزاق. ]1[ دده یم
بـه   يادی ـشده که شـباهت ز شناخته  NGFاز  یغن یعیطب

NGF 2[ دارد یانسان.[  
هاي حیـوانی بـا   در مدل NGFپروتئین  که شده استثابت

هـا را  نـورون  رونـد تخریـب   هاي تخریب عصبی، بیماري
 ـ ].3[ بـرد کاهش داده یا از بین می ن ایـن پـروتئین   یهمچن

ت کـرده  یرا تقو ییدر موش صحرا یطید اعصاب محیتول
 ـتخر يو باعث بازگشـت حافظـه    يهـا مـوش  يشـده بی

علاوه این پروتئین عملکرد به ].4،5[ شودیر میپ ییصحرا
هاي صحرایی جوان بـالغ را  ي موششدهي تخریبحافظه

در درمـان التهـاب    NGFنیپـروتئ  ].6[ بخشدبهبود می نیز
پــل یمثــل مالت يمــن مغــزیخــود ا يهــايمــاریاز ب یناشــ

 ـیلیغـلاف م  يق بازسـاز یاز طر 1سیاسکلروز اطـراف   ین
 NGFن عملکرد یترمهم ].7[ کندینقش م يفایا ها اکسون

ــا ــبن يهــاز ســلولیدر تم و در درمــان  ینــورون يادی
علاوه بر ایفاي  ].8[ است 2مریمثل آلزا یعصب يها يماریب

هـاي  هاي عصبی این پـروتئین نقـش  نقش در تمایز سلول
 توان به التیـام ها میي دیگري نیز دارد که از میان آنثانویه

هاي سالم و مبـتلا بـه دیابـت و    ها در موشبخشیدن زخم
ي چشـم اشـاره کـرد    هاي مربوط بـه قرنیـه  درمان بیماري

]9،10[.  
ي د فاکتورهاي رشد متعلق بـه خـانواده  با توجه به عملکر

بر روي تکثیر، تمایز، بقا و مـرگ   NGFها مثلنوروتروفین
هاي عصبی و با توجه به این مسـئله کـه بـه دسـت     سلول

اش کار آوردن مقادیر زیادي از این پروتئین از منابع طبیعی
اي است، توجه محققان به سمت بر و پرهزینهمشکل، زمان

هــاي مختلــف یــن پــروتئین در میزبــانتولیــد نوترکیــب ا
  ].11[ معطوف شد

، سرعت و بازده بالاي بیـان، سیسـتم  کاربرد بسیار گسترده
هـاي نوترکیـب، ژنتیـک    هاي متنوع بـراي بیـان پـروتئین   

شده، نرخ رشد بالا، کشـت ارزان و امکـان دسـت    شناخته
                                                             
1 Multiple Sclerosis 
2 Alzheimer's Disease 

براي بیـان   E.coliترین مزیت عنوان اصلیورزي آسان، به
 .]12[ شده استهاي نوترکیب شناختهپروتئین

تعدادي از عوامل تأثیرگذار در بازده نهایی تولیـد پـروتئین   
نوترکیب، ترکیب محیط کشت، زمان القاء پروموتر و تولید 

در تـراکم   E.coliکشـت بـاکتري   . باشـد اسید استیک مـی 
هـا و  سلولی بالا در شیک فلاسـک بـا اسـتفاده از محـیط    

هـاي  بـراي تولیـد پـروتئین    IPTG3هـاي مختلـف   غلظت
  ].13[ شده استمتنوعی گزارش

دقـت فرمولـه شـده و    ترکیبات محیط کشت سلول باید به
تحت نظارت باشد، زیرا ممکـن اسـت اثـرات متـابولیکی     

رشد سلول و هم در تولیـد پـروتئین    يروتوجهی همقابل
سازي بنابراین، هدف از این مطالعه بهینه. ]14[ داشته باشد

منظور دستیابی به رشد سلولی بیشتر و بیان کشت بهمحیط 
 BL21(DE3)در میزبـان   β-NGFبالاتر پروتئین نوترکیـب  

E.coli باشدمی. 
 
  هاروش و وادم-2
  محیط کشت يتهیه -2-1

کانامایسـین بـه عنـوان    % 1به همـراه   LB brothاز محیط 
شده براي محیط کشت تهیه . محیط کشت پایه استفاده شد

عنـوان منبـع کـربن    گلیسـرول بـه  شـامل   ،هـا  باکتريرشد 
عنــوان منبــع مخمــر بــه يو عصــاره )biobasicشــرکت (

است که با اسـتفاده از روش  ) QUELABشرکت(نیتروژن 
هـاي ایـن دو منبـع بررسـی     غلظـت  4(RSM)پاسخ سطح
و  g/l5 NaCl هـا  همچنـین بـه هریـک از غلظـت    . شدند
mM10  MgCl2) سلولی بالاضروري براي رشد در ترکم( 

در . با استفاده از آب مقطر به حجم رسانده شدندو افزوده 
  .تنظیم گردید 7/4-7/6ها بین همه نمونه pHپایان 

  
 (+)pET39bي باکتري و وکتور  سویه -2-2

  میزبـان ( BL21(DE3) E.coli يسـویه در این پژوهش از 
                                                             
3 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
4 Response surface methodology (RSM) 
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ناقـل  ( (+)pET39bترانسفورم شده بـا وکتـور   ) باکتریایی
ــانی آمریکــا  Nova geneشــده از شــرکت خریــداري) بی

  .استفاده شد
  
  شرایط کشت شبانه -2-3
کلونی تک به محیط کشـت  ک ی شبانه منظور تهیه کشتبه

LB  هـا  تمامی نمونـه تلقیح شد و سوسپانسیونی تهیه و به
زمان منظور بررسی تأثیر مدتبه. مقدار یکسانی تلقیح شد

بر رشـد سـلولی، کشـت شـبانه در     و شرایط کشت شبانه 
دور (و شرایط مختلف ) ساعت 16، 14، 12، 10(ها زمان

درجــــه  37و  25دمــــاي  - rpm 180و  150شــــیکر 
  . انجام گرفت) گراد سانتی

  
  )1تراکم سلولی(بررسی رشد  -2-4

 20لیتري حـاوي  میلی 100ي ها ها در ارلنتمامی آزمایش
% 1به هر محیط کشت  .لیتر محیط کشت انجام شدندمیلی

حجمی حجمی تلقیح از کشت شـبانه صـورت گرفـت و    
 درجه و دور شیکر 37ها در شیکر انکوباتور با دماي نمونه
rpm 180  منظـور بررسـی رشـد، در    بـه . قرار داده شـدند

 مـوج  ها در طـول نمونه یفواصل زمانی معین جذب تمام

nm600 دسـتگاه  وسیله بهUV-Vis Spectrophotometer 
)Thermo ها قرائت شد و نمودار رشد آن) اخت آمریکاس

 .رسم گردید
  
  CCD2مایش آزحی اطر -2-5

 سـازي هـا و بهینـه  در این پژوهش براي طراحی آزمـایش 
از طراحی آزمایش بـه  محیط،  میزان منابع کربن و نیتروژن

 ,Statease)  افـزار توسط نـرم ) RSM(روش سطح پاسخ 

USA)0/7 DESIGN EXPERT بـا  همچنین . استفاده شد
بــر روي متغیر ، بــرهمکنش دو منحنی برجستهاســتفاده از 

 .پاسخ مشخص شد

                                                             
1 Cell density 
2 Central composite design 

ي  انسانی در سویه β-NGFبیان پروتئین نوترکیب  -2-6
و تأیید آن با استفاده از تکنیک   BL21(DE3)باکتریایی 
 3دات بلات

 BL21(DE3) E.coli ي ي سـویه  از کشت شـبانه  1%میزان 
ــور  ــه pET39b::βNGFداراي وکت ــه در ب صــورت جداگان

شـده توسـط روش سـطح    و محیط کشت بهینه LBمحیط 
درجـه   37بیوتیک کانامایسین در دمـاي  پاسخ حاوي آنتی

در  6/0 بـه  ODپس از رسیدن . گراد کشت داده شد سانتی
 IPTG مـولار  میلـی  1نـانومتر القـا توسـط    600مـوج  طول

ها در  زمان بیان، سلولدتصورت گرفت و پس از اتمام م
. شـدند  آوريجمعگراد سانتریفیوژ و  درجه سانتی 4دماي 

سپس کل محتواي پروتئینی تولیدشده توسط افـزودن اوره  
ــولار  8 ــرکت (م ــان Merckش ــد ) آلم ــتخراج گردی . اس

شده روي کاغذ نیترو سـلولز  هاي پروتئینی استخراج نمونه
گـذاري شـدند و کاغـذ     لکـه ) آمریکا Milliporeشرکت (

 ,TBS-T )Tris-HCl, NaClي  توسط بـافر بلوکـه کننـده   

Tween20 (پس از انجام سه مرحله شستشو با . بلوکه شد
متصل به  His-tag کلونال ضد بادي مونو آنتی، TBS-Tبافر 
 1:1000بـا رقـت   ) آمریکـا  Sigmaشرکت ( HRP4 آنزیم
در پایان، کاغـذ بـا سوبسـتراي    . استفاده قرار گرفت مورد

در حضــور پــر ) کانــادا Biobasicشــرکت ( DABرنگــی 
عنـوان سوبسـتراي آنـزیم در محـیط     اکسید هیـدروژن بـه  

  .تاریک انکوبه شد

  
  نتایج - 3
شـرایط  سـازي  از بهینـه حاصل هـاي  داده تحلیل -3-1

  کشت شبانه
میـزان رشـد    زمان، دما و دور شیکر کشت شـبانه در مدت

نمودار رشد باکتري بـا  . باشدسلولی کشت اصلی مؤثر می
  ). 1شکل (تأثیر این عوامل رسم گردید 

                                                             
3 Dot blot 
4 Horse Radish Peroxidase 
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هاي  نمودارها نشان دهنده تأثیر زمان). باشدنتایج حاصل سه بار تکرار می(ها با شرایط کشت شبانه متفاوت نمودار رشد باکتري  1شکل 
  باشد ها می بر منحنی رشد باکتري) rpm 18و  150(و دور شیکر متفاوت ) درجه سانتی گراد 37، 25(، دما )ساعت 16، 14، 12، 10(کشت 

  
دهـد کـه   یشود نتـایج نشـان م ـ  یطور که ملاحظه مهمان

 180rpmدرجه و دور شیکر  37ساعته در دماي  14کشت 
 OD) 1تـر و تـراکم سـلولی بـالاتر    عینظر رشد سرازنقطه

max) باشدبهترین شرایط براي ادامه کار می.  
  
  بر رشد باکتري MgCl2تأثیر  -3-2

بـراي رشـد بـاکتري در تـراکم بـالا       MgCl2وجود نمک 
د این ادعا، دو محیط کشت بهییمنظور تأبه. ضروري است

 صورت جداگانه شامل محیط کشت بهینه کامـل و محـیط  
. کشت بهینه فاقد نمک تهیه و بـاکتري بـه آن تلقـیح شـد    

طور که همان). 2شکل (ها رسم گردید نمودار رشد باکتري
                                                             
1 High cell-density 

ها در حضور غلظت شود رشد باکترياز شکل مشاهده می
mM 10 نمکMgCl2 سـاعت نسـبت بـه     4ژه بعد از یوبه

تر عیکه نمک به محیط افزوده نشده است، بسیار سر حالتی
بـا غلظـت    MgCl2لذا در بقیه مراحل کـار  . شودانجام می

mM 10 ها افزوده شدبه محیط کشت باکتري.  
  
ــاداده تحلیل -3-3 ــهیاز بهحاصل  يه ــازي ن محیط س

 RSMروش کشت به 

از عوامل مؤثر در تولید کشت با تراکم سلولی بالا در 
E.coli منبع کربن و (، غلظت عصاره مخمر و گلیسرول

نهیعنوان فاکتورهاي اصلی براي بهبوده که به) نیتروژن
 CCDها مطابق روش سازي انتخاب شدند و آزمایش
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 5آزمایش با  13سطح پاسخ براي این دو عامل در قالب 
 . نقطه مرکزي طراحی شد

ها بر روي پاسخ از ر و اثرات متقابل آنیاثر هر دو متغ
صورت سطح مختلف و به 5ها در طریق انجام آزمایش

. غیر تصادفی براي هر دو متغیر مورد مطالعه قرار گرفتند
عنوان پاسخ به به) nm600جذب (مقدار تراکم سلولی بالا

 آنالیز شد DESIGN EXPERT 0/7افزارکمک نرم

  .)1جدول (
، )A(عصاره مخمرغلظت ي هامتراي بر p-Valueمقدار 

 عصاره مخمرغلظت ان دوم توو  )B( غلظت گلیسرول
(A2) ضرب غلظت عصاره مخمر در غلظت و حاصل

نتیجه اهمیت این  در ،ستا 05/0از  کمتر) AB(گلیسرول 
.ستملاحظه اتراکم سلولی، قابلتولید بهینه ها در ترم

  

 
  MgCl2نمک  mM 10منحنی رشد باکتري، در حضور و عدم حضور غلظت   2 شکل

  
  تراکم سلولی بالا معیار انحراف آنالیز  1جدول 

 رتعبا
 عمجمو

 تمربعا

 مربع

 میانگین
F-Value P-Value 

Probe>F 
 
 
 

A 65/28 65/28 62/101 0001/0  
B 19/3 19/3 32/11 0099/0 0
A2 67/3 67/3 02/13 0069/0  
B2 77/0 77/0 66/3 0971/0  
AB 02/2 02/2 15/7 0282/0  
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محیط کشت حاوی نمک محیط کشت بدون نمک
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ف حذافزار نرمتوسط  05/0از بالاتر ار مقد با B2 متر
 0/9628 R-Squared=(R2)ار مقدهمچنین . شود می

دهنده نشانآمده، دستبهله دمعااي بر )1ضریب تشخیص(
یر دمقاو مایشگاهی هاي آزدادهمناسب  همپوشانی

ده تولید بهینه توشده براي ل ارائهتوسط مدشده بینی پیش
  .استیستی ز

ي کشـت تهیـه   هـا  ي باکتري در محیطها نتایج رشد سلول
عصاره (دهند که با افزایش غلظت نیتروژن یشده، نشان م

ابد یگرم در لیتر تراکم سلولی افزایش می 14/44تا ) مخمر
ازآن افزایش غلظت تأثیري بر سرعت رشـد نـدارد،   و پس

گرم بر  18/23بیشتر از (کربن اما با بالا بردن میزان غلظت 
طور کـه مشـاهده   همان. ابدیتراکم سلولی کاهش می) لیتر
گـرم در   14/44شود بیشترین میـزان رشـد در غلظـت    می

دیده می گرم در لیتر گلیسرول 18/23و  لیتر عصاره مخمر
  ).4و  3هاي  شکل(شود 

  

  
  

  )باشدنتایج حاصل سه بار تکرار می(هاي حاوي مقادیر متفاوت گلیسرول و عصاره مخمرها در محیط کشتمنحنی رشد باکتري3١ شکل

                                                             
1 Coefficient of Determination 
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 يبعدسه نمایش -ب ).تراکم سلولی(ان چگالی نوريمیزبر عصاره مخمر و گلیسرول  يهار غلظتیتأث يدوبعد نمایش -الف  4 شکل

  چگالی نوريان میزبر عصاره مخمر و گلیسرول  يهار غلظتیتأث
  

  بررسی بیان -3-4
 pET39b::hNGF که با وکتور BL21(DE3)سویه باکتري 

گــرم در لیتــر  18/23رانســفورم شــده اســت در غلظــت ت
 mM10 و گرم در لیتر عصـاره مخمـر   14/44گلیسرول و 

از کشت باکتري در محـیط  . کشت داده شد MgCl2نمک 
LB عنوان کنترل استفاده گردیدنیز به .  

با استفاده از تکنیک دات بلات صحت بیان ارزیـابی شـد   

  ). 5شکل (
 ـ ظهور لکه در هر دو نمونه نشان بـادي  یدهنده واکـنش آنت

حـاوي دنبالـه   (شـده   دیتول NGFبا پروتئین  his-tagضد 
هـا  با مقایسه شـدت رنـگ لکـه    .باشدیم) پلی هیستیدین

تقریبی چنین استنباط کرد که میزان بیان صورت توان به می
شده بیشـتر از  شده در محیط بهینههاي کشت دادهدر نمونه

  .باشدمی LBشده در محیط هاي کشت دادهنمونه

Design-Expert® Software

optical density (600 nm)
Design Points
8.66

2

X1 = A: yeast extract
X2 = B: glycerol

15.86 22.93 30.00 37.07 44.14

23.18

39.09

55.00

70.91

86.82
optical density (600 nm)

A: yeast extract

B:
 g

ly
ce

ro
l

3.80424
4.67166

5.53908

6.4065

7.27392

55555

Design-Expert® Software

optical density (600 nm)
8.66

2

X1 = A: yeast extract
X2 = B: glycerol

  15.86

  22.93

  30.00

  37.07

  44.14

23.18  

39.09  

55.00  

70.91  

86.82  

2  

3.675  

5.35  

7.025  

8.7  

  o
pt

ic
al

 d
en

si
ty

 (
60

0 
nm

) 
 

  A: yeast extract    B: glycerol  
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کشت  يهاياز باکتر شدهاستخراج يهانیپروتئ 1نمونه . his-tagبادي مونوکلونال ضد یاستفاده از آنتش دات بلات با یجه آزماینت  5 شکل

  نهیط کشت بهیشده در محکشت داده يهايشده از باکتراستخراج يهانیپروتئ 2و نمونه ) نمونه کنترل(برات  LBط یشده در محداده
  
  بحث -4

که براي اولین بار انسولین انسانی نوترکیـب   1982تا سال 
به تولید رسید، تنها منبع تولید  E.Coliبا استفاده از باکتري 

ــروتئین ــد و     پ ــاي رش ــه فاکتوره ــی ازجمل ــاي داروی ه
ها نظیر خـون  هاي خونی مختلف، منابع طبیعی آن نیپروتئ

آن نیـز تولیـد نوترکیـب     از پس. هاي حیوانی بودیا بافت
د، اغلب به میزان بسیار اندك یتولهاي دارویی قابلپروتئین

  ].15[ شدیو با هزینه بسیار بالایی انجام م
نوترکیـب در   يهـا نیشرایط رشد، تولید پروتئ يسازنهیبه

E.coli افزایش خواهـد داد کـه از    یتوجهرا به میزان قابل
کشـت سـلولی    يهاستمیتوان به استفاده از سیآن جمله م

 100تواند غلظت سلول را به بیش از یبا چگالی بالا که م
همچنـین  . اشاره کرد ،گرم ماده خشک در یک لیتر برساند

شـده  تخمیر انجـام  يهاستمیمطالعات متعددي در مورد س
دهند ترکیب مـواد مغـذي و متغیرهـاي    یاست که نشان م

، mRNAتوانــد در ترجمــه مــی pHتخمیــر ماننــد دمــا و 
ــروتئین    ــد پ ــطح تولی ــک، ترشــح و س ــت پروتئولیتی فعالی

خاصی در  يهايکاردست. ]16[ رگذار باشندینوترکیب تأث
منظور ارتقـاء انتشـار پـروتئین بـه محـیط      محیط کشت به

نیبـاا . شده اسـت  ز انجامیبیرون بدون ایجاد لیز سلولی ن
کشــت ســلولی بــا چگــالی بــالا از  يهــاســتمیوجــود، س

در دسـترس بـودن محــدود   : جملـه اشـکالات متعـددي از  
اکســیژن محلــول در تــراکم ســلولی بــالا و ســطح بــالاي 

تواند باعـث کـاهش نـرخ رشـد و     ید کربن که میاکس يد

  ].18،17[ باشندتحریک تشکیل استات شود برخوردار می
کم هسـتند،   یبا وزن مولکول ییایمیبات شیترک ها چاپرون

ل تجمـع  یاز تشـک  يریجلـوگ  يسرول، که برایازجمله گل
شـگاه اسـتفاده   ینگ درآزمایها در طول فولدينکلوژن بادیا
ز یگرسرول با توجه به گسترش تعاملات آبیگل. شوندیم
 ـعنـوان تثب توانـد بـه  یم نگ یفولـد  يهـا کننـده واسـطه  تی

و  Savariک گزارش از یدر . ]20،19[ ن، عمل کندیپروتئ
سـرول و  یماننـد گل  ییایمیش ـ يها همکاران اثرات چاپرون

ب در محلـول مـورد   ید هورمون رشد نوترکیاتانول در تول
 ـیی ـج آن تأیقرارگرفته است که نتـا  یبررس کننـد کـه   ید م

ــزایگل ــروتئیــش حلالیســرول باعــث اف ــن نوترکیت پ ب ی
ــازگبــه ].21[ شــده اســت E.coliهورمــون رشــد در  ، یت

ترانسفکت شده نشان  يهادر سلول یشگاهیمطالعات آزما
 F508نگ اشتباه دلتا یتواند فولدیسرول میداده است که گل

CFTR ک ی ـجـاد  یق ای ـس را از طریبروزیک فـا یستیدر س
  ].22[ ح کندیواسطه، تصح
عنـوان  است کـه بـه    ییایمیسرول چاپرون شیبه علاوه گل

ن در برابر دناتوره شدن توسط یپروتئ يبرا یعنصر حفاظت
 ن عمــلیدر اطــراف پــروتئ یون نســبیدراتاســیش هیافــزا
شـده  و همکـارن نشـان داده    Leandroدر مطالعه . کند می

باعـث   ییایمیک مراقـب ش ـ یعنوان سرول به یاست که گل
ــزیــش تولیافــزا ــیــم موتانــت فنید و عملکــرد آن ن یل آلان

 ـو  Linدر تحقیقات ]. 20[شود یلاز میدروکسیه ن یهمچن
Cao  سـرول بـا   یشده اسـت کـه گل  و همکاران نشان داده
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عنـوان منبـع    وسـاز سـلول بـه   بر سوخت شتوجه به اثرات
   ].24،23[شود یز استفاده میکربن ن

دهـد کـه عصـاره مخمـر     ینشان منیز ياریبس يهاگزارش
ــه ــرا یعنــوان منبــع ازت اضــاف اغلــب ب ــبهبــود ب يب ان ی

 ـنوترک يهـا  نیپروتئ گرفتـه اسـت    ب مورداسـتفاده قـرار  ی
منبع کربن عنوان بودن، به یکه البته با توجه به غن ،]26،25[
 ییهاعلاوه افزودن نمکبه ].24[ شودیز در نظر گرفته مین

که یباشد بطوریر نمیتأثیز بیط کشت نیبه مح MgCl2چون 
 يرشـد کنـدتر   MgCl2در عدم حضور  يباکتر يهاسلول

دارند و براي رسیدن به تراکم سـلولی بـالا افـزودن یـون     
علاوه بر این، در مطالعه ایکه در . باشد می منیزیم ضروري

انجام شد به نقش بسیار موثر  Nierhausتوسط  2014سال 
در ایـن  . سازي اشـاره شـده اسـت    یون منیزیم در پروتئین

مطالعه نشان داده شد که در محیطی که تنها یـون منیزیـوم   
 Mg+2از یون  mM 10ي پایینتر ازها حضور دارد، در غلظت

 مطالعـه  در لـذا  ،]27[غیر فعـال خواهنـد شـد     ها ریبوزوم
 در دیگـري  هـاي  نمک و ها یون حضور به توجه با حاضر،
تأثیر یون منیزیوم بر رشد مورد ) NaCl مثال بطور( محیط

بررسی قرار گرفـت، و از همـان غلظـت مـورد اشـاره در      
ن ین در ایبنابرا.  مولار استفاده گردید میلی 10مقالات یعنی 

از عصـاره  پس از بررسی میزان تأثیر یون منیزیم، پژوهش 
 سرول بهیو از گل یتروژن اضافین یعنوان منبع اصل مخمر به

نگ یبهبود فولد يبرا ییایمیعنوان منبع کربن و چاپرون ش
 انجام مراحل کللازم به ذکر است که  .ن استفاده شدیپروتئ
 به 6 شکل در شدهترسیم فلوچارت در پژوهش این در کار

  .است شده گذاشته نمایش
  

انتخاب محیط کشت تولید

ید جایگزینی منابع کربن و نیتروژن براي بهینه کردن محیط کشت تول

براي بهینه کردن  انتخاب اجزاي جدید محیط کشت به عنوان مکمل 
محیط کشت

بی یا دوباره آزمایش محیط کشت جدید ارزیا

NGFبررسی تأثیر محیط کشت بهینه شده بر بیان پروتئین نوترکیب 

بررسی تأثیر شرایط کشت شبانه بر رشد باکتري

بی و انتخاب بهترین شرایط کشت شبانه ارزیا

Central composite designارزیابی و رتبه بندي تأثیر اجزاء با 
(CCD)

بی و بررسی تاثیر نمک  بر رشد  Mgcl2ارزیا

بی شده کاربرد و بهینه سازي اجزاي محیط کشت CCDبا  ارزیا

  
  مراحل انجام کار در این پژوهش واره طرح  6 شکل
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ش غلظت کربن تا یحاضر نشان داد که با افزا یج بررسینتا
ازآن ابـد امـا پـس   ییش م ـیتر رشـد افـزا  یگرم بر ل 18/23
 ـا. بـر رشـد دارد   ياثر مهار یش غلظت منبع کربنیافزا ن ی
ز ی ـگـر ن یآمـده توسـط دانشـمندان د   دستج بهیج با نتاینتا

ش غلظـت  یگر، با افـزا یاز طرف د ].29،28[ مطابقت دارد
ابد و ییش میتر رشد افزایگرم بر ل 14/44عصاره مخمر تا 

بـر   يریشتر غلظت عصـاره مخمـر تـأث   یش بیازآن افزاپس
ها نـدارد کـه ایـن نتیجـه در تحقیقـات      يرشد باکتر يرو

Yang 30[ آمده بود دستو همکاران نیز به.[ 

گرم بر  18/23ط کشت غلظت یط محین شراین بهتریبنابرا
تر عصاره مخمر و یگرم بر ل 14/44سرول، غلظت یتر گلیل

 NaClتـر  یگـرم بـر ل   5و  MgCl2نمـک   mM  10غلظت
. از آن اسـتفاده شـد   βNGFن یان پروتئیب يباشد که برا یم

د یتول his-tagضد  يبادیج دات بلات با استفاده از آنتینتا
شـده در  کشـت داده  يهـا را در نمونه یزان قابل قبولیبه م
 ـمنظـور تأ ذکر است که به انیشا. نه نشان دادیط بهیمح د یی
 يسـاز مراحل خالص ،يدین تولید پروتئیزان تولیتر مقیدق

  .باشدیم ین الزامیپروتئن غلظت ییو تع
  
 سپاسگزاري -5

تحقیق حاضر با حمایت مالی ستاد توسعه و علوم سـلول 
سرپرسـتی  بـه   25802/11بنیادي تحت شماره طرح  يها

همچنـین  . شـده اسـت   دکتر زهـرا حـاجی حسـن انجـام    
منظور نویسندگان از دانشگاه تهران به دلیل حمایت مالی به
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