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 یاريموضوع بس یوتیپروکار يها یزبانبا استفاده از م β-NGFبطورمثال  یبنوترک يها ینپروتئ تولید -چکیده

مخصوص  يها کشت محیطنسبت به  یاییکشت باکتر يها یطمح ینکهبا وجود ا. است یرازمطالعات چنددهه اخ
 یصنعت يها یاسدر مق ها یطمح ینهم یاما وقت ،باشند یتر م تر و مقرون به صرفه ارزان یوکاریوتی يها سلول

ارزان  یکشت یطمح یافتنلذا . ندکن یم یلتحم فناور یستز يها شرکترا به  یگزاف ینههز ،شوند یاستفاده م
 موضوع ،باشند یبنوترک يها ینپروتئ یددر آن قادر به رشد و تول یبنوترک يها يدسترس که باکتر و در یمتق

 عنوان به مخمر عصاره و خرما شیره مخلوط ازبار  یناول برايمطالعه حاضر  در. باشد یم یقاتتحق از یاريبس
 يها غلظت از) RSM )Response Surface Methodology یدر بررس. شد استفاده قیمت ارزان کشتی محیط

 و شد استفاده ها باکتري رشد براي نیاز مورد نیتروژن و کربن منابع عنوان به مخمر عصاره و خرما شیره مختلف
داده شد  نشان همچنین. باشد یم یتروژنکربن و ن 5و  g/lit  20 غلظت در رشد میزان بالاترین که شد داده نشان

  . باشند می نیز )β-NGF بطور مثال( یبنوترک ینپروتئ یدتول به قادر رشد، بر علاوه یطمح یندر ا ها يکه باکتر
  

  .سازي بهینه ،نوترکیب پروتئین ،مخمر عصاره ،خرما شیره :واژگانکلید
  

 مقدمه -1
 لیدله ب بار نیاول يبرا) β-NGF(بتا  یفاکتور رشد عصب

مورد  یعصب يها سلول ياش در رشد و بقایاتیح نقش
 فاکتور این که اند داده نشان مطالعات. مطالعه قرار گرفت

 ها آکسون شدن طویل همچنین و شدن دار شاخه موجب
 1ها نینوروتروف  خانواده از رشد فاکتور. ]1[ شود می

                                                        
1. Neurotrophins 

، 5بازتولید، 4، حفظ3، تمایز2رشد در که آید شمار می هب
ي عصبی نقش مهمی بازي ها سلول 6عملکرد انتقال عصبی

 گاما و بتا آلفا، واحد زیر 3 از عصبی رشد فاکتور. کند می
 فاکتور گاماي و آلفا واحد زیر هردو. است شده تشکیل

                                                        
2. Growth 
3. Differentiation 
4. Maintenance 
5. Regeneration 
6. Neurotransmitter function 
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 در هستند، پروتئازها سرین خانواده عضو عصبی رشد
 يها فعالیت تمام مسئول) βNGF( بتا زیرواحد که حالی

 درمان جهت ینپروتئ ینا. ]2[ است آن بیولوژیکی
 هاي بیماري ویمراآلز نظیر عصبی تخریب هاي بیماري

 قرار استفاده مورد 1اسکلروزیس پل مالتی مانند خودایمن
 اهمیتی حائز هايعملکرد داراي علاوه به. ]3،4[ گیرد می

 فاکتور عنوان به و باشد می یزن عصبی غیر هايسلول روي
 دهنده التیام خاطره، B هايلنفوسیت براي اتوکرینی بقاي
 جراحات و دیابت به مبتلا و سالم هايموش در هازخم

  .]8-5[ رود می بکار نیز قرنیه به مربوط

موش  یبار از غده بزاق یناول یفاکتور رشد عصب پروتئین
 منبع نر موش بزاقی غدد که این وجود با. بدست آمد

 اما آیند، می بشمار عصبی رشد فاکتور از غنی و طبیعی
 از استفاده ،تخلیص بودن بر زمان بالا،  هزینه زایی، ایمنی

 تبدیل نامناسبی  گزینه به درمانی اهداف براي را منبع این
 سال از پروتئین، این درمانی اهمیت بنابر. است دهکر

 با نوترکیب صورت به یانسان  β-NGFتولید تاکنون 1989
 این در. ]9[ است یافته ادامه مختلف هاي میزبان از استفاده
 ،COS جمله از مختلفی یوکاریوتی هاي میزبان راستا،

2CHO3یزیهسرو یسزحشره، مخمر ساکاروما يها، سلول 
 هاي سیستم. ]16-10[ اند گرفته قرار استفاده مورد

 يبه خاطر دست ورز E .coli باکتري ویژه هب یوتیپروکار
 یب،نوترک يها ینپروتئ انبوه یدآسان، کشت ارزان و تول

 از یبنوترک يها ینپروتئ یدتول يبرا یمناسب یانیب یستمس
 .]17[ باشد می  β-NGFجمله 

 ییتوانا یستی،ز يدر تجارت هر دارو یتموفق کلید
. است ینههز ینکمتر بابالا  یاسدر مق یدبه تول یدنرس

 ها ینمانند پروتئ یولوژیکیمحصولات ب یدتول براي امروزه
مانند فاکتور رشد  یبینوترک يها ینپروتئ و مخصوصاً

استفاده  LBمانند  یشگاهیکشت آزما يها یطمح از یعصب

                                                        
1. Multiple Sclerosis  
2. Chinese Hamster Ovary 
3. Saccharomyces cerevisiae 

 ییها یطمح چنیناستفاده از  یصنعت یاسمق دراما  ،شود یم
 يها یاسدر مق یدتول ینه، چرا که هزیستبه صرفه ن مقرون
مشکل  ینا یلدل ینخواهد بود و به هم یادز یاربس یصنعت
از سطح  یاسمق ییرموجود در برابر تغ یلاز مسا یکی
  . یدآ یبه حساب م یبه سطح صنعت یشگاهیآزما

 يبجا یمتارزان ق یگزینیکردن جا یداپژوهش پ ینا قصد
 یبنوترک يها ینپروتئ یدمنظور تول به LB تجاري یطمح

 غنی منبع یک خرما شیره که آنجا از. باشد می NGFمانند 
 رشد نیازهاي کننده أمینت و يعناصر مغذ ،يقند منابع از

. باشد مناسبی انتخابتواند  می لذا است، ها میکروارگانیسم
 جذب وسیلهه ب خرما شیره در موجود مواد گیري اندازه
از گلوکز و  یخرما منبع غن یرهکه ش دهد می نشان 4اتمی

 ها یدراتکربوه ینکه ا بودهسوکروز  يفروکتوز و مقدار
 به ند،شو می محسوب E. coli يبرا يبه عنوان منبع انرژ

 مانند فراوانی مغذي عناصر از سرشار خرما شیره علاوه
 همچنین. باشد می غیره و منیزیم منگنز، سدیم، آهن، روي،
 رشد براي که است آمینه اسیدهاي انواع داراي خرما شیره

 که چرا است، مناسب نوترکیب يها میکروارگانیسم
 تر، متفاوت غذایی نیازهاي نوترکیب يها میکروارگانیسم

 طبیعی يها میکروارگانیسم به نسبت بیشتري و تر پیچیده
 ندارند را ها متابولیت از برخی تولید توانایی گاهی و دارند

  .کشت آنها افزود یطمواد را به مح ینا رشد، براي باید که
خرما به منظور  یرهبار از ش یناول براي یقتحق ینا در

شد  داده نشاناستفاده شد و  یبنوترک يها يکشت باکتر
ارزان  محیطی مخمر عصاره و خرما شیره مخلوطکه 

 یفاکتور رشد عصب ولیدت يبرا یمناسب یگزینو جا یمتق
 .باشد می نوترکیب

 
  کار استفاده شده و روش مواد -2
  کشت محیط تهییه -2-1
. استفاده شد یقتحق یندر ا کبکاب واریته يخرما یرهش از

                                                        
4. Atomic absorption 
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 یکموجود با استفاده از تکن يها یدراتکربوه میزان
HPLC استفاده شده  ستون. شد یريگ اندازهAminex 

HPX-87H  از شرکتBio-Rad  و به ابعاد)mm 8/7 
 یانسرعت جر. گراد بود یدرجه سانت 55 يو دما) 300×
 یتریلاستون شدهده و بافر استفا یقهدر دق یترل یلیم 3/0
6)%V/V (نرمال 045/0 و  H2SO4بود .  

 یونیزهاستفاده از آب د باخرما  یرهمختلف ش يها غلظت
 بر یترگرم در ل 100و  80، 60، 40، 20 يها غلظت با

منبع ) (w/w %13(خرما  یرهدر ش موجود قند اساس
 تر مناسب رشد منظور به. گردید تهیه) کربنی

 در گرم 10و  5/7، 5، 5/2 يها غلظت ها میکروارگانیسم
 از هریک به یتروژنعنوان منبع ن به 1عصاره مخمر لیتر

. شد اتوکلاو جداگانه بطور یکافزوده شد و هر  ها غلظت
 موجود معلق ذرات بردن بین از منظور به بعد مرحله در
 مدت به کشت محیط آن، کردن هموژن و خرما شیره در

  .شد داده قرار اولتراسونیک حمام در ساعت یک
  
 (+)pET39b و وکتور يباکتر  سویه -2-2

و  یاییباکتر  یزبانم عنوان هب BL21(DE3) E. coli  سویه
از شرکت  یانیبه عنوان ناقل ب (+)pET39bوکتور 

Novagene شدند خریداري آمریکا.  
  
  رشد بررسی -2-3
 از کشت محیط سازي بهینه و رشد میزان بررسی منظور به

از برنامه  )RSM( نیتروژن و کربن میزان نظر نقطه
Minitab 16 در  ها يرشد باکتر یزانم یبررس. استفاده شد

 یطمح ییهقسمت ته(شده  یهته يها از غلظت یکهر 
 یطمح يبر رو) CFU( ها یشمارش تعداد کلن با) کشت

LB  مختلف  یمنظور در فواصل زمان ینبد. شد انجامآگار
آگار  LB یطمح يکشت بر رو یوناز سوسپانس یترل یلیم 1

 37در  یونساعت انکوباس 12کشت داده شد و پس از 

                                                        
1. Yeast extract 

  . شمارش شد ها یگراد تعدا کلن یدرجه سانت
  
 در انسانی β-NGF نوترکیب پروتئین بیان -2-4

    BL21(DE3) باکتریایی ي سویه
 BL21(DE3) E. coli ي سویه ي شبانه کشت از 1% میزان
 یطمح درجداگانه  بطور pET39b::hNGFوکتور  داراي

LB مطابق( خرما شیره از شده تهیه کشت محیط و 
 کانامایسین بیوتیک آنتی حاوي) ها روش و مواد قسمت

 OD2 7/0-5/0 به رسیدن تا گراد سانتی درجه 37 دماي در
بیان در شرایط . نانومتر کشت داده شد 600در طول موج 

 شرکت( IPTG مولار یلیم 1 غلظت از استفاده با بهینه
Sigma 4 مدت به گراد سانتی درجه 30 دماي در) آمریکا 
ها به  سلول یان،از اتمام مدت زمان ب پس. انجام شد ساعت
 گراد یدرجه سانت 4 يو دما rpm  3500در یقهدق 15مدت 
 محتواي کل سپس. شدند آوري جمعو  یفیوژسانتر

 شرکت( مولار 8 اوره افزودن توسط شده تولید پروتئینی
Merck از پس منظور این به. گردید استخراج) آلمان 
 حمام توسط ها سلول سلولی، رسوب به اوره افزودن

 حاصل سلولی سوسپانسیون و شده شکسته اولتراسونیک
 گرما شبانه صورت به گراد سانتی درجه 37 دماي در

 گرما زمان مدت شدن سپري از پس. شد) انکوبه( گذاري
 15 مدت به rpm 13000 در حاصله سوسپانسیون گذاري،

. گردید سانتریفیوژ گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه
 است باکتري پروتئینی محتواي کل حاوي رویی محلول

  .شد داري نگه بعدي آنالیزهاي براي که
  
 روش از استفاده با نوترکیب پروتئین بیان بررسی -2-5

 بلات دات

 نیتروسلولز کاغذ روي شده استخراج پروتئینی هاينمونه
 نقاط سپس. شدند گذاري لکه) یکاآمر Millipore شرکت(

 بلوکه بافر توسط کاغذ روي بر موجود اختصاصی غیر
                                                        
2. Optical Density 
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  حاوي) TBS-T )Tris-HCl, NaCl, Tween20  کننده
w/v %3 مرحله سه انجام از پس. شدند بلوکه ینژلات 

-His ضد کلونال مونو يباد آنتی ،TBS-T بافر با شستشو

tag  یمبه آنزمتصل HRP1 )شرکت Sigma با ) یکاآمر
کاغذ با  پایان،در . مورد استفاده قرار گرفت 1:1000رقت 

در ) کانادا Biobasicشرکت ( DAB یرنگ يسوبسترا
در  یمآنز يبه عنوان سوبسترا یدروژنه یدحضور پر اکس

   .شد انکوبه یکتار یطمح
  
  نتایج -3

 است یمتدر دسترس و ارزان ق ی،غن یخرما منبع شیره
کشت  يمناسب برا یطیتواند به عنوان مح یکه م

 یجهنت 1 جدول. به کار گرفته شود یبنوترک يها یهسو
که ملاحظه  طور هماندهد،  یرا نشان م HPLC یزآنال

 ینخرما در ا یرهسه قند عمده در ش یشود درصد وزن یم
  .شده است یستجدول ل

  
شده در  يریاندازه گ يها دراتیکربوه یدرصد وزن  1 جدول

  HPLCبا استفاده از  کبکاب تهیوارخرما  رهیش
5/0  )یوزندرصد ( ساکاروز 

11/6   )یوزندرصد ( گلوکز 
20/7   )یوزندرصد ( فروکتوز 

  
 شد داده توضیح ها روش و مواد قسمت در که طور همان

 یمختلف يها غلظت ،قند یزانم اساس بر خرما شیره از
مختلف عصاره مخمر به عنوان  يها غلظتشد و  یهته

و  2 جدول. اضافه شد ها از نمونه یکبه هر یتروژنمنبع ن
افزار  رشد که با نرم یزانو م RSM یبررس یجنتا 1شکل 

Minitab 16 طور همان. دهد یشده است را نشان م یمترس 
غلظت کربن رشد  یزانم یششود با افزا یکه ملاحظه م

با  یتروژنغلظت ن یشاما افزا ،شود یکمتر م ها يباکتر

                                                        
1. Horse Radish Peroxidase 

 5رشد در غلظت  یزانم یشرینب. رشد همراه است یشافزا
. شود یم یدهکربن د یترگرم در ل 20و  یتروژنن یترگرم در ل

 کشت منظور بهکشت  یطمح یهته براي ها غلظت یناز ا
  .شد استفاده بعدي مرحله در شده ترنسفورم يها باکتري
 pET39b::hNGF وکتورکه با  BL21(DE3) يباکتر سویه

کربن  یتردر ل گرم 20در غلظت  ،ترنسفورم شده است
. داده شد کشتعصاره مخمر  یترگرم در ل 5خرما و  یرهش

به عنوان کنترل استفاده  یزن LB یطدر مح ياز کشت باکتر
 OD 7/0-5/0به   یدنتا رس ها جذب تمام نمونه. یدگرد

  .قرائت شد نانومتر 600در طول موج 
با  یکسان کاملاً یطدر شرا ها نمونه یمرحله بعد تمام در

 يالقا شده و محتوا IPTGمولار القاگر  یلیم 1غلظت 
 يآور جمع ها مطابق قسمت مواد و روش یکهر ینیپروتئ
در  NGF یبنوترک ینپروتئ یاناز ب ینانبه منظور اطم. شد

 يباد یاز روش دات بلات با استفاده از آنت ها نمونه
 یستیدینیدنباله ه یراشد ز استفاده his-tagمونوکلونال ضد 

که  طور همان. داردوجود  یديتول ینیپروتئ يها در نمونه
با  یانکنشم یانگرلکه که نما ظهوردهد  ینشان م 2شکل 

ار  یشود که حاک یم یدهدو نمونه د هراست در  يباد یآنت
 یسهذکر است که با مقا شایان. است NGF ینپروتئ یانب

 یانب یزانشود که م یم یريگ یجهنت ینچن ها شدت رنگ لکه
از  یشترب LB یطکشت داده شده در مح يها در نمونه

خرما و  یرهکشت داده شده در مخلوط ش يها نمونه
  .استعصاره مخمر 

  
  بحث -4

 یطاز مح یبنوترک يها ینپروتئ یدتول يبرا امروزه
که  یراديا. شود استفاده می LBمانند  یکیسنتت يها کشت

آنها  يبالا ینهکشت دارند مربوط به هز يها یطمح ینا
 یطراح یشگاهیآزما یاسمق يمواد برا ینا یراز ؛است
گزاف، مقرون به صرفه  یاربس يها ینههز یلاند و به دل شده

  . استفاده کرد یصنعت یاسکه از آنها در مق یستن
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 تروژنیکربن و ن رغلظتیغتبا دو م) CFU( رشد یبررس جینتا  2 جدول
  C1  C2  C3  C4  C5  
  )CFU(  ها کلنی تعداد  )g/l( غلظت نیتروژن  )g/l( غلظت کربوهیدرات  ها ترتیب آزمایش  ترتیب استاندارد  
1  1  1  40  5/2  12  
2  2  2  80  5/2  13  
3  3  3  40  5/7  154  
4  4  4  80  5/7  33  
5  5  5  20  0/5  1108  
6  6  6  100  0/5  0  
7  7  7  60  0/0  24  
8  8  8  60  0/10  123  
9  9  9  60  0/5  42  
10  10  10  60  0/5  33  
11  11  11  60  0/5  44  
12  12  12  60  0/5  36  
13  13  13  60  0/5  27  

 

 
 Minitab 16شده با برنامه  میترس) g/lit( دراتیکربوه و تروژنین غلظت هیعل) CFU( رشد یمنحن  1 شکل

  

 
 يها يباکتر از شده استخراج يها نیپروتئ بیترت به 3 یال 1 يها شماره. His-tag ضد يباد یآنت از استفاده با بلات دات یبررس  2 شکل

 مخمر، عصاره و خرما رهیش طیمح در شده داده کشت يها يباکتر از شده استخراج يها نیپروتئ برات، LB طیمح در شده داده کشت
  گمایس شرکت از شده يداریخر يتجار NGF نمونه
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ارزان  یارمرکـب اسـت کـه بس ـ    یطمح ـ یـک خرمـا   یرهش
 در امـروزه . اسـت  یکسـنتت  يهـا  کشت یطتر از مح یمتق

 عنـوان  بـه  معمولاً که قیمت ارزان مواد گونه این از صنعت
 مثال براي. کنند می استفاده شوند، می ریخته دور زائد مواد
 هـدر  پنیـر  آب کیلـوگرم  9 پنیـر  کیلـوگرم  1 تولیـد  براي
کـرد   اسـتفاده  لواستاتین تولید در آن از توان می که رود می

ــا؛ ]18[ ــواد از ی ــر مرکــب م ــد دیگ ــن مانن ــون، روغ  زیت
 بـرنج  گندم، سبوس سویا، خرما، ذرت، کنجد، آفتابگردان،

-19[ شود می استفاده لواستاتین تولید در نیز خرما روغن و

21[ .  
 و سـیتریک  اسـید   تولیـد  در قند چغندر ملاساز  استفاده

 یگـر از د یـز ن  یـک لاکت یداس ـ یـد و ملاس در تول پنیر آب
بـه  . ]24-22[ مرکـب اسـت   يها کشت یطمح يکاربردها

ملاس چغنـدر و مـواد زائـد     ر،یپودر پن ر،یاز آب پن یتازگ
 يهـا  يبالا با استفاده از باکتر اسیاتانول در مق دیتول يبرا

E.coli ـیپروتئ]. 25[استفاده شده اسـت   ،شده یمهندس   ین
 رهیکشت ش طیآن در مح بینوترک دیتول قیتحق نیکه در ا

 ـ. باشـد  مـی  NGF نیشـد، پـروتئ   یخرمـا بررس ـ   لیــدله ب
 درمـان  و یدرمـان  سلول در نیپروتئ نیا اریبس يکاربردها

 ـتول ،مـر یآلزا مانند یعصب لیتحل يها يماریب  حـائز  آن دی
 NGF ینذکر اسـت کـه پـروتئ    شایان]. 26[ است تیاهم

 يکشت تجار یطبا استفاده از مح  E.coliیزبانتاکنون در م
LB ـ  یتوپلاسـمی هم بصورت س   يصـورت پـر  ه و هـم ب

در تمام مـوارد  . ]29-27[ شده است یدو تول یانب یپلاسم
همزمـان   یاندر پروموتر، ب ییربازده از تغ یشبه منظور افزا

نشانه مختلف اسـتفاده شـده    يها یل، افزودن تواها چاپرون
 یکشـت  یطبر استفاده از مح یمبن یاست، و تاکنون گزارش

 .وجود ندارد يتجار يها کشت یطاز مح یربه غ

 یکبار از  یناول يپژوهش همچنان که ذکر شد برا ینا در
 منظور بهعلاوه عصاره مخمر،  بهکشت مرکب  یطمح
کشت  یطمح ینا .استفاده شد یبنوترک ینپروتئ یک یدتول

 در ها پروتئین یدتول امکان ،بودن یمتبه خاطر ارزان ق

 عصاره که آنجا از. کند می فراهم نیزبزرگتر را  يها یاسمق
و استفاده  است ینپروتئ یاندهنده بازده ب یشمخمر افزا ي
 افزایش موجب گلوکز قندمخمر و  عصاره اززمان  هم

 يها یطمح یهته منظوربه  لذا، ]30[شود می رشد سرعت
 اضافه یکهر بهمختلف عصاره مخمر  يها غلظتکشت 

 که داد نشان یقتحق یندر ا RSM يها یبررس نتایج. شد
 نیز رشد لیتر در گرم 5 تا مخمر عصاره غلظت افزایش با

به  خرما شیره غطظت یشافزا بااما  ،دهد می نشان افزایش
دارد و غلظت  یريرشد کاهش چشمگ یعنوان منبع کربن

 یهته يغلظت برا مناسبترینتواند  میقند  یترگرم در ل 20
 ترکیبحاضر نشان داد که  بررسی. کشت باشد یطمح
کشت  یطعنوان مح بهخرما و عصاره مخمر نه تنها  یرهش
 است،استفاده  قابل یبنوترک يها يمنظور رشد باکتر به

 توسط یزن NGF یبنوترک ینپروتئ یانب آن بر افزون بلکه
  . رسید اثبات به محیط این در شده داده رشد يها باکتري
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