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Background and Aim: Immunotoxin is a cytotoxic protein and have been 

proposed as a novel compound for cancer therapy. ONTAK is a recombinant 

immunotoxin composed diphtheria toxin fused to interleukin 2(IL2). In this study, 

optimization of defined culture medium for the expression of recombinant ONTAK 

immunotoxin has been investigated. 

Materials and Methods: In this study, the bacterial strain BL21 (DE3) was 

transformed with the recombinant plasmid PET-IDZ was used to express ONTAK. The 

medium composition such as carbon source (glucose, sucrose and glycerol), nitrogen 

source (ammonium chloride, urea and ammonium sulfate) and concentration of the 

inductor IPTG (0.1, 0.5, 1mM), induction time and concentration of various additives 

(different amino acids) were optimized based on Taguchi method for increasing 

expression on the shake flask cultivation. The cell concentration was measured by 

optical density at 600 nm and protein expression levels were analyzed by 

electrophoresis on SDS-PAGE gel. 

Results: Modified defined culture medium containing (g/l): glucose,8.0; 

K2HPO4,15.0; KH2PO4,7.5; Citric acid,2; NH4Cl,3; MgSO4.7H2O,1; were determined 

as optimal culture medium. OD600nM=2.0 was determined as the best time for induction 

by IPTG at a concentration of 0.1mM. ONTAK expression was increased by adding 

Valine, 0.0502; Phenylalanine, 0.0132; Lysine, 0.0184; Aspartic acid, 0.0160 and 

Serine, 0.0251(g/l) amino acids to the medium. 

Conclusions: In present study, the Taguchi method analysis revealed that, nitrogen 

source type (NH4CL 3 g/l) significantly affects in the cell growth. The biomass 

production was on the optimized medium about over 3 times higher than that at M9 

medium. 
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ایمونوتوکسین یک پروتئین سمی است که به عنوان یک ترکیب نوین برای درمان  :زمینه و اهداف

که از توکسین دیفتری هیبرید شده  سرطان پیشنهاد شده است. اونتاک یک ایمونوتوکسین نوترکیب می باشد

تشکیل شده است. در این مطالعه بهینه سازی ترکیب محیط کشت معین بمنظور بیان اونتاک  2با اینترلوکین

 بررسی شده است.

ترانسفورم شده با پلاسمید نوترکیب  BL21(DE3)در این تحقیق از باکتری سویه مواد و روش کار: 

PET-IDZ  فاده گردید. ترکیب محیط کشت همچون منبع کربن) گلوکز، ساکارز و جهت بیان اونتاک است

به عنوان   IPTG)کلرید آمونیوم، اوره و سولفات آمونیوم(، غلظت های مختلف گلیسرول(، منبع نیتروژن

و غلظت های مختلف اسید آمینه برای افزایش بیان در کشت فلاسک  زمان القاء(، mM 1 ,  5/0,  0/1القاگر )

س روش تاگوچی بهینه سازی شده است. غلظت سلول بر اساس روش کدورت سنجی اندازه لرزان بر اسا

 مورد بررسی قرار گرفته است.   SDS-PAGگیری  شده و میزان بیان پروتئین توسط الکتروفورز روی ژل

، glucose:8 : ،:154HPO2K ،: 7.54PO2KH(g/l)محیط کشت معین اصلاح شده حاوی : هایافته

:2Citric acid ،CL:34NH ،O:1gl2.7H4MgSO  به عنوان محیط کشت بهینه تعیین گردید. بهترین زمان

اسیدهای اضافه کردن  تعیین شد. با 600nMOD 2=، در کدورت نوری0.1mMغلظت با  IPTGالقاء توسط 

 ;Valine,0.0502; Pheyalanine,0.0132; Lysine,0.0184; Aspartic acid,0.0160(:g/l)آمینه 

Serine,0.0251، بیان پروتئین اونتاک افزایش یافته است. ،به محیط کشت 

حاضر، آنالیز نتایج به روش تاگوچی مشخص کرد که نوع منبع نیتروژن  پژوهش در: گیرییجهنت

توده زیستی در محیط کشت بهینه تولید ( تاثیر قابل توجهی در رشد سلول داشته است. g/l 3)کلریدآمونیوم 

 برابر بوده است.  3 تقریبا ،M9یط کشت سازی شده نسبت به مح
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 مهمقد 

های درمانی محصولات  نوترکیب هستند امروزه اکثر پروتئین

ها، اختلالات که در مطالعات بالینی برای درمان انواع سرطان

 Paul(.1های ديگر بکار می روند )سیستم ايمنی، عفونت و بیماری

Ehrlich  های که برای اولین بار رنگ آمیزی افتراقی از بافت

توان گزارش داد استدلال کرد که می 5777ف را در سال مختل

های عواملی را به طور ويژه و اختصاصی برای کشتن سلول

سرطانی توسعه داد. آنتی بادی های منوکلونال علاوه بر اينکه 

-وان داروی ضد سرطان را دارند، میخود قابلیت استفاده به عن

وتئین های توانند به عنوان حاملین هدفمند جهت هدايت پر

های سمی به سلولهای سرطانی نیز در نظر گرفته شوند. توکسین

ايی در طبیعت پروتئینی گیاهی و باکتريايی عوامل سمی بالقوه

های مونوکلونال بادیها به آنتیهستند که با اتصال اين توکسین

های سرطانی طراحی ساختارهای جديدی برای از بین بردن سلول

ین های هیبريدی ايمونوتوکسین نام گرفتند می شوند. اين پروتئ

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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شوند ها به شکلی طراحی می(. در حال حاضر ايمونوتوکسین3،2)

که تنها شامل عوامل مورد نیاز  برای شناسايی و کشتن سلول

های توموری باشند که با جابجايی دمین اتصال به سلول توکسین 

گیری ایهای جبادی و باقی ماندن دمیناز يک آنتی FVبا بخش

های کايمريک نو ترکیب افتد. اين پروتئینو سلول کش اتفاق می

توانند به شکل اقتصادی در مقیاس وسیع در اشريشیا کلی می

 (.11تولید گردند )

ايمونوتوکسین يک ماده بیولوژيک و دارای دو بخش کاملاً 

مجزا است که توسط رابط های مشخص و بصورت کووالان به 

د: يک بخش ايمنی که نقش تشخیصی و يکديگر متصل هستن

اتصال ايمونوتوکسین به گیرنده های خاص را برعهده دارد و يک 

بخش توکسینی يا سمی که نقش سیتوتوکسیک و مرگ سلولی 

ايمونوتوکسین ها امروزه به عنوان استراتژی  (.4را ايفا می کند )

نوين درمان سرطان به حساب می آيند. بر اين اساس 

های های سطحی اختصاصی سلولن برپايه آنتی ژنايمونوتوکسی

سرطانی طراحی می شود. چون پروتئین ايمونوتوکسین بر روی 

های سطحی های نرمال بی تاثیر می باشد بايد آنتی ژنسلول

های سرطانی باشد و يا در سطح مورد نظر کاملا اختصاصی سلول

باشد. در  بسیار پايین در مقايسه با سلولهای سرطانی وجود داشته

های نوترکیب مورد حال حاضر بسیاری از ايمنو توکسین

ها که های بالینی قرار گرفته اند. تعدادی از ايمنوتوکسینآزمايش

به اندازه کافی پايدار هستند که برای استفاده پزشکی به کار 

 (.4،5روند )می

 A,Bايمونوتوکسین اونتاک شامل توالی اسید آمینه ی قطعه 

(Met1-Thr387)-His  از توکسین ديفتری که با توالی اينترلوکین

اسید  165همراه شده که دارای  (Ala1-Thr133)انسانی  6

(. اين 11)باشد کیلودالتون می 17آمینه، و وزن مولکولی 

هدف گذاری شده  IL2ايمونوتوکسین که برای رسپتور سطحی 

های بخشهای انتقالی و فعال آنزيمی است از ترکیب دمین

به  (.4)انسانی تشکیل شده است  IL2( با DTتوکسین ديفتری )

 DTعبارت ديگر در ساخت اين ايمونوتوکسین دمین اتصالی 

(. با توجه به 6قرار می گیرد ) IL2حذف شده و به جای آن 

کارايی و ويژگی های منحصر به فرد ايمونوتوکسین ها، امروزه از 

استفاده می شود. اين پروتئین های هیبريدی به عنوان دارو 

ايمونوتوکسین اونتاک يک داروی ويژه برای درمان سرطان جهت 

-1و ملانوما می باشد ) فومایمدرمان بیماران مبتلا به لوکمیا، ل

به عنوان اولین ايمونوتوکسین از نسل 5444فوريه سال  1(. در 7

سوم موفق به دريافت مجوز لازم از سازمان غذا و دارو ايالات 

با توجه به رشد چشمگیر سرطان در ( شد. FDAکا )متحده امري

جامعه ی امروزی و تحريم داروهای آن، بومی سازی ساخت 

 (.10،4) داروهای نوترکیب سرطانی امری ضروری به نظر می رسد

قابلیت تولید حجمی پروتئین نوترکیب به دو عامل غلظت 

توده ی زيستی و بازدهی تولید محصول بستگی دارد. بهینه 

ترکیب و غلظت محیط کشت و شرايط محیطی در مرحله  سازی

تولید از جمله راهکارهايی است که برای افزايش راندمان تولید 

بهینه سازی شرايط القاء به دلیل تاثیر گذاری  .استفاده می شود

قابل توجه روی تراکم سلولی بعد از القاء و بازدهی تولید پروتئین 

در افزايش تولید پروتئین نوترکیب بعنوان يک رويکرد اساسی 

های نوترکیب همواره مورد توجه بوده است. در اين پژوهش نیز 

ترکیب و غلظت محیط کشت، مقدار غلظت القاگر، زمان القاء 

برای افزايش بازدهی تولید و بیان پروتئین اونتاک در سويه 

نوترکیب اشريشیاکلی که در مطالعات قبلی طراحی شده بود 

 شده است.  (، بهینه سازی11)

 هاروشمواد و 

 سویه و شرایط محیط کشت (1

 سویه

حاوی   BL21(DE3)در اين تحقیق از سويه نوترکیب 

 )طراحی و تهیه شده در پژوهشکده علوم و pET-IDZپلاسمید 

(. 11فناوری زيستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر(استفاده گرديد )

 LB یط برای نگهداری طولانی مدت و تهیه بانک سلولی از مح

 و کلريد سديم  g/l 1 ، عصاره مخمرg/l 50 )حاوی پپتون

 g/l1  درصد وزنی گلیسرول و دمای  60مايع حاویºC70- 

 استفاده شد.

 مواد مصرفی

مواد شیمیايی مورد استفاده شامل پودر آماده محیط کشت  

LB  از شرکت®Applichemاکريل آمید، پتاسیم دی  ، بیس

 -6سیم هیدروژن فسفات، هیدروژن فسفات، دی پتا

، اسید استیک R250مرکاپتواتانول، بروموفنل بلو، کوماسی بلو 

تهیه گرديد. تريس باز،  MERCKگلاسیال و متانول از شرکت 

IPTG( آمونیوم پرسولفات ،APS و پلی اکريل آمید از شرکت )
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سینا ژن تهیه شد. گلیسرول، اوره، آمونیوم کلريد، آمونیوم 

، از شرکت SDSآبه،  7اسید، منیزيم سولفات سولفات، سیتريک 

Sigma-Aldrich  تهیه گرديد. آنتی بیوتیک آمپی سیلین قابل

 ( از داروخانه خريداری شد.Ampivil®تزريق )استريل( )

 محیط کشت

محیطی است که در زمینه تولید  M9محیط کشت معین 

پروتئین نوترکیب مورد استفاده قرار می گیرد. اجزای تشکیل 

 7.5; 4PO2,15.0; KH4HPO2glucose,10.0; K,(: g/lده آن )دهن

O,1.02.7H4Cl,1.0; MgSO4Citric acid,2; NH  (. 11)باشد می

چون ترکیب محیط کشت گفته شده به تنهايی نمی تواند مواد 

مغذی کافی در اختیار سلول قرار دهد غلظت سلولی پائینی 

سلول داشت برای اينکه غلظت  7/0نزديک به جذب نوری 

افزايش يابد و به تبع از آن پروتئین بیشتری تولید گردد محلولی 

از عناصر کمیاب )افزودنی ها( ساخته شد و به محیط کشت مورد 

از اين محلول که اجزای تشکیل دهنده آن  ml/l 1 مقدار نظر 

O,0.91; 2.1H2O,2.8; MnCl2.7H4FeSO(: g/lعبارتند از )

O,0.2; 2.5H41.5; CuSO0,2.2H2O,1.683; CaCl2.6H2CoCl

O,0.32.7H4ZnSO اضافه گرديد. از اين محیط کشت برای تهیه ،

به  شده ساخته تلقیح مايه % 50ه تلقیح استفاده شد. میزانماي

شرايط  حفظ با و میکروبی هود زير شده سترون کشت محیط

شد. اگرچه تاکنون هیچ گزارشی در مورد بیان  تلقیح سترون

اونتاک در محیط کشت معین ارائه نشده  پروتیئن ايمونوتوکسین

است، با اين وجود مطالعات قبلی نشان می دهد که نوع منبع 

منبع نیتروژن)کلريد آمونیوم، کربن)گلوکز، گلیسرول و ساکارز(، 

اوره و سولفات آمونیوم(، افزودنی های مغذی، زمان و غلظت القاء 

. می باشندتاثیر گذار در تولید پروتئین های نوترکیب  کننده،

غلظت هايی که برای منبع کربن و منبع نیتروژن انتخاب شد به 

(. همچنین غلظت 1,2,3)g/l( و 10،9،8)g/lترتیب عبارتند از:

 (: g/lترکیبات ديگر محیط کشت که عبارتند از: )

,7.5; Citric acid,2; 4PO2,15.0; KH4HPO2K

O,1.02.7H4MgSO  شدطبق گزارشات قبلی ثابت در نظر گرفته 

مورد  IPTGاز  (1mM ,0.5 ,0.1)غلظت های متفاوت (. 11)

در اين تحقیق با هدف افزايش میزان تولید  بررسی قرار گرفت

ايمونوتوکسین اونتاک در محیط کشت معین، تاثیر اضافه کردن 

با توجه به  اسیدهای آمینه به ترکیب محیط کشت بررسی گرديد.

و نوع اسید آمینه به کار  رتوالی اسید آمینه پروتئین اونتاک مقدا

 ;Valine,0.0502(: g/lرفته در محیط کشت عبارتند از )

Pheyalanine,0.0132; Lysine,0.0184;  Aspartic 

acid,0.0160; Serine,0.0251 محلول اسید آمینه ساخته شده با .

غلظت مورد نظر يک ساعت قبل از القاء به محیط کشت اضافه 

اسیدهای آمینه از mM(1,3,5) ت های شد. تاثیر اضافه کردن غلظ

(. محلولی 10) نوترکیب مورد بررسی قرار گرفتدر بیان پروتئین 

از اسیدهای آمینه و عناصر کمیاب به صورت غلیظ و جداگانه 

آن حجم از محلول  2V2=N1V1Nرابطه  ساخته شد، با استفاده از

غلیظ را که بايد برداشته شود به صورت میلی مولار به محیط 

 کشت اضافه شد. 

 شرایط کشت

،  C 37°با توجه به تحقیقات قبلی، باکتری در شرايط دما: 

pH :0/7دور همزن ، rpm 610  اجزای  (.12،11)تکثیر گرديد

محیط کشت استريل گرديد و به محیط کشت استريل از آمپی 

میزان رشد (. 13)بیوتیک استفاده شد سیلین به عنوان آنتی

 200 ذب نوری محیط کشت در طول موج سلول ها از طريق ج

nm  با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه گیری شد. به

( حاوی 1mlمنظور جداسازی سلول ها، میکروتیوپ های پرشده )

و  min  1 زمان:  ،rpm 56000 سلول اشريشیاکلی با دور همزن: 

سانتريفیوژ شد. همه ی آزمايشات انجام شده در ارلن  C 9° :دما

250 ml6:1:5، با نسبت (ml 500 .انجام گرديد )محیط کشت 

 SDS-PAGEارزیابی میزان بیان به وسیله ( 2

ها، به هرکدام از بعد از اتمام زمان القاء و جمع آوری سلول

میکرولیتر بافر نمونه اضافه شد )برای شرايط  10میکروتیوپ ها 

د( و به يکسان سازی در آزمايشات مقدار بافر نمونه تغییر می کن

در آب  15minکمک ورتکس به خوبی، هم زده شد و به مدت 

و  ها لیز شوند( حرارت داده شد تا سلولC°100جوش )دمای 

های آزاد شده دناتوره شوند. جهت انجام الکتروفورز، از پروتئین

نمونه  استفاده شد. سپس BIORADسیستم الکتروفورز شرکت 

 12.5 ٪ س اکريل آمیدبی - اکريل آمید چاهک های ژل در ها

 انتخاب گرديد. دستگاه الکتروفورز در 110 ولتاژ شدند. ريخته

باندهاى پروتئینی  و شده آمیزی رنگ بلو کوماسی با لها ژ سپس

(. نتايج نهايی برای انتخاب بهترين 14)مشاهده و بررسی شدند 

ترکیب محیط کشت بر اساس جذب نوری بدست آمده و 

 تئین توسط الکتروفورز روی ژلهمچنین میزان بیان پرو

SDS-PAGE   .مورد بررسی قرار گرفت 
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 بهینه سازی ترکیب محیط کشت با روش تاگوچی( 3

يکی از ساده ترين، سريع ترين و در عین حال امکان 

پذيرترين روشهايی که امروزه در صنايع بسیار متفاوتی مورد 

(. جهت طراحی 20استفاده قرار می گیرد روش تاگوچی است )

 Design-Expertحیط کشت بهینه در اين پژوهش از نرم افزار م

7.1.3 Trial   استفاده شد. عوامل بکار رفته در اين محیط کشت

شامل دو پارامتر )منابع کربن و نیتروژن متفاوت( در سه سطح 

می باشد. هنگام استفاده از روش تاگوچی جهت طراحی آزمايش 

 4ورت پذيرفت که ص L-9های فوق، در قالب آرايه متعامد 

( در نظر گرفته شد. همانطور که در قسمت 5آزمايش )جدول 

محیط کشت آورده شده است از سه منبع کربن )گلوکز، ساکارز و 

( و سه منبع نیتروژن )اوره، g/l(8,9,10گلیسرول( با غلظتهای 

( مورد 1,2,3)g/lکلريد آمونیوم و سولفات آمونیوم( با غلظتهای 

ت. هدف از اين کار برهمکنش ترکیب واجزای استفاده قرار گرف

محیط کشت )غربالگری محیط کشت( بود که در نتیجه ی آن 

بهترين محیط کشت از لحاظ اجزاء و غلظت به دست آيد که در 

ادامه يافته ها به آن پرداخته شده است. برای مقايسه ی نتايج از 

به عنوان شاهد که ترکیب اجزای محیط کشت  M9محیط کشت 

 )محیط کشت( آورده شده است، استفاده گرديد. 5در قسمت  آن

 

 آزمايشات حاصل از تاگوچی در منابع و غلظت های متفاوت کربن و نیتروژن 5جدول 

9Test M Test9 Test8 Test7 Test6 Test5 Test4 Test3 Test2 Test1 Sample(g/l) 

Glucose:

10 

Glycerol:

10 

Glycerol:

9 

Glycerol:

8 

Sucrose: 
10 

Sucrose:

9 

Sucrose: 
8 

Glucose:

10 

Glucose:

9 

Glucose

:8 

Carbon  
 

CL:4NH

1 

CL:4NH 
1 

SO2)4(NH

:24 

O:2N4CH

3 

O:2N4CH

1 

CL:4NH 
2 

SO2)4(NH

:34 

SO2)4(NH

:14 

O2N4CH

:2 

CL:4NH

3 

Nitrogen  
 

 

 یافته ها

 غربالگری محیط کشت بوسیله تاگوچی( 1

شد باکتری را در محیط کشت های ( ر5نمودار شکل )

( در کشت فلاسک نشان می دهد. 5متفاوت مطابق با جدول )

بیشترين مقدار رشد سلول مربوط به محیط کشت 

TestM9,Test1,Test9))  .می باشد 

 

: تاثیر ترکیب محیط کشت معین بر رشد سلول در غلظت ها، 5شکل 

: بالاترين جذب نوری با ترکیب Test M9فاوت منابع کربن و نیتروژن مت

: Test3( 1g/l-10محیط کشت گلوکز و آمونیوم کلريد به ترتیب با غلظت )

کمترين جذب نوری با ترکیب محیط کشت گلوکز و آمونیوم سولفات به ترتیب 

 (1g/l-10با غلظت )

 

با توجه به تجزيه و تحلیل های انجام شده با استفاده از روش 

می باشد.  %27بیشترين تاثیر مربوط به منبع نیتروژن با تاگوچی، 

همچنین، بهترين محیط کشت بهینه شده توسط روش تاگوچی 

انتخاب شد. در اين آزمايش بالاترين  Test M9محیط کشت 

به  9برابر  C/Nمقدار ايمونوتوکسین در محیط کشت با نسبت 

 دست آمد، برای صحه گذاری آزمايش تکرار گرديد.

 

بررسی محیط های کشت معین بهینه شده در غلظت ثابت اسید  :6 شکل

 Load :50، میزان SDS-PAGEبر روی ژل  آمینه توسط الکتروفورز

 يج( نتا6 ساعت بعد از القاء T4 :9: قبل از القاء، T0میکرولیتر در هر چاهک، 

 اونتاک یانکشت در ب یطمح یببه ترک ینهآم یدافزودن اس یرثتا
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نتایج تاثیر افزودن اسید آمینه به ترکیب محیط ( 2

 اونتاککشت در بیان 

در اين آزمايش محیط کشت بهینه شده و همچنین محیط 

که مشخص شد بیشترين میزان تولید  (Test1,Test9)کشت های 

را داشته اند، انتخاب شدند. میزان بیان نسبت به محیط کشت 

Test M9 ( مشاهده 6ارزيابی شد. همانگونه که در شکل ) 

و  3به ترتیب  می شود هنگامی که غلظت آمونیوم کلريد و گلوکز

گرم بر لیتر باشد بیان بهتری نسبت به محیط کشت های ديگر  7

 نشان می دهد.

 بررسی غلظت های متفاوت اسید آمینه( 3

شود، هنگامی که  ( مشاهده می3همانگونه که در شکل )

 -باشد پروتئین اونتاک نسبت به غلظت mM 3غلظت اسید آمینه 

ری نشان می دهد. بیان بیشت mM(1,5)های ديگر اسید آمینه 

مشخصاً درصد بیان پروتئین اونتاک برای اسید آمینه با غلظت 

های استفاده شده در اين آزمايش نسبت به محیط کشت بدون 

 مقدار بالاتری را نشان می دهد. (Test4)اسید آمینه 

 

بررسی غلظت های متفاوت اسید آمینه در محیط کشت معین  :3شکل 

میکرولیتر  Load :50، میزان SDS-PAGEسط الکتروفورز  بر روی ژل تو

: غلظت Test1ساعت بعد از القاء  T4 :9: قبل از القاء، T0در هر چاهک، 

1mM ،Test2 3: غلظتmM ،Test3 5: غلظتmM ،Test4 بدون اسید :

 آمینه

  بررسی زمان القاء( 4

زمان  ( تاثیر غلظت باکتری بر میزان بیان پروتئین در9شکل )

القاء را نشان می دهد.  در سه حالت ممکن مشخص شده با رنگ 

قرمز شرايط بیان پروتئین در زمان القاء يکسان می باشد. به 

بهترين  2600nmOD=منظور افزايش مقدار وزن رسوب تولیدی، 

زمان القاء تعیین گرديد. در يک محیط کشت با شرايط بیان 

 1نسبت به 600nmOD=6ی يکسان، مقدار تولید وزن باکتری برا

=600nmOD  دو برابر افزايش نشان داد که می تواند از لحاظ

 اقتصادی قابل توجه باشد.

 

در محیط کشت معین در بیان پروتئین  : تاثیر غلظت سلول9شکل 

 Load :50، میزان SDS-PAGEاونتاک توسط الکتروفورز  بر روی ژل 

: Test1ساعت بعد از القاء  T4 :9: قبل از القاء، T0هک، میکرولیتر در هر چا

=1.0600 nmOD ،Test2 :=1.5600nmOD ،Test3 :=2.0600nmOD 

 بررسی غلظت القاگر( 5

بر بیان پروتئین در شکل  IPTGنتايج تاثیر غلظت القاء گر 

( نشان داده شده است. نتايج نشان می دهند که غلظت های 1)

د بیان پروتئین ندارد، همچنین به علت ، تاثیری در رونIPTGزياد 

   0.1mM، می توان از غلظت پايین IPTGهزينه ی بالای پودر 

IPTG .برای بیان اين پروتئین استفاده نمود 

 

در محیط کشت معین در بیان پروتئین   IPTG: تاثیر غلظت 1شکل 

 Load :50میزان  ،SDS-PAGEبر روی ژل  اونتاک توسط الکتروفورز 

: Test1ساعت بعد از القاء  T4 :9: قبل از القاء، T0میکرولیتر در هر چاهک، 

IPTG=0.1mM ،Test2 :IPTG=0.5Mm ،Test3 :IPTG=1mM 
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 بحث

در اين تحقیق، با توجه به اهمیت و کاربرد پروتئین نوترکیب 

اونتاک در درمان انواع سرطان، بیان و تولید اين پروتئین در 

 مورد توجه قرار گرفت.  يشیاکلیاشر

در اين پژوهش نوع محیط کشت به عنوان يکی از فاکتورهای 

بهینه سازی، به منظور فراهم کردن محیط مناسب برای رشد 

بهینه ی باکتری و همچنین تولید زياد پروتئین در نظر گرفته 

و همکاران محیط کشت بهینه سازی شده را برای  Shanشد. 

میکروبی پلی ساکاريد نوترکیب از باکتری تولید عوامل ضد 

اشريشیاکلی با استفاده از روش پلاکت بورمن به دست آوردند که 

 %5/2 توانست تمام عوامل مطلوب محتوای پروتئین هدف از

 (.15افزايش دهد ) %6/53)بدون بهینه سازی( به 

در اين تحقیق سه منبع کربن )گلوکز، ساکارز وگلیسرول( و 

وژن )آمونیوم کلريد، اوره و سولفات آمونیوم( با سه منبع نیتر

با منبع  Test 1غلظت های متفاوت استفاده شد. محیط کشت 

( g/l 3( و منبع نیتروژن آمونیوم کلريد )g/l 7کربن گلوکز )

انتخاب شد. اين محیط کشت به دلايل زير به منظور افزايش توده 

( 5فته شد: ی سلولی و تولید زياد پروتئین نوترکیب بکار گر

حضور گلوکز  و مصرف سريع آن توسط باکتری در محیط کشت 

( نتايج حاصل از روش 6منجر به رشد سريع باکتری خواهد شد. 

تاگوچی بیشترين سهم اجزای محیط کشت برای منبع نیتروژن 

آمونیوم کلريد را نشان داد. استفاده از منبع کربنی حاوی گلوکز با 

در  g/l 3ن آمونیوم کلريد با غلظت یتروژو منبع ن g/l 7غلظت 

ترکیب محیط کشت معین اصلاح شده نسبت به محیط کشت 

M9  و منابع کربنی و نیتروژنی گزارش شده ديگر بیان بالاتری را

برای  g/l 10.9  نشان داد. همچنین وزن باکتری تولیدی حدود

معین اصلاح شده تعیین گرديد که نسبت به محیط  محیط کشت

برابر افزايش نشان داد که می تواند از  3مقدار به  M9کشت 

 لحاظ اقتصادی قابل توجه باشد.

مقدار القاگر از جمله عوامل مهمی است که بر روی پروتئین 

 نوترکیب اثر می گذارد. زمان القاء نیز از عوامل مهم در 

بهینه سازی تولید پروتئین نوترکیب می باشند چرا که بازدهی 

کیب به نقطه ای از تابع رشد که القاء صورت تولید پروتئین نوتر

(.  بررسی منحنی رشد بدون 16می گیرد وابستگی زيادی دارد )

القاء و همراه با القای سويه ی نوترکیب تهیه شده نشان داد که 

بهترين زمان القاء در اين سويه ی نوترکیب محدوده ی فاز 

 است. 2600nmOD=لگاريتمی و در 

در شرايط تولید نشان  lecinaهینه سازی نتايج آزمايش ها و ب

تاثیر زيادی بر بازدهی تولید پروتئین  IPTGداد که مقدار 

نوترکیب ندارد و غلظت زياد آن باعث تولید اسید استیک در 

محیط کشت می شود که نهايتاً منجر به محدود شدن زمان رشد 

(. نتايجی که در اين پژوهش گرفته شد نیز 57سلول می شود )

ص کننده مطالعات انجام شده بود. بنابراين به دلیل قیمت مشخ

و همچنین اثر سمی آن در تولید پروتئین دارويی  IPTGبالای 

برای بیان پروتئین اونتاک پیشنهاد  IPTG (0.1mM)مقدار کمتر 

 و انتخاب شد.

با توجه به توالی اسید آمینه به منظور افزايش بیان پروتئین 

د آمینه به محیط کشت  غلظت باکتری و می توان با افزودن اسی

و همکاران  S.Y Sarkandyهمچنین درصد بیان را افزايش داد. 

مدلی را پیشنهاد کردند که با استفاده از آن و اضافه کردن اسید 

آمینه گلوتامین به محیط کشت توانستند درصد بیان 

(. باتوجه 18را به مقدار قابل توجهی افزايش دهند ) 6اينترلوکین

( درصد بیان پروتئین اونتاک برای اسید آمینه با 6به شکل )

غلظت های استفاده شده نسبت به محیط کشت بدون اسید 

آمینه مقدار بالاتری را نشان داد. در بررسی ما با توجه به مقدار 

(، افزودن اسید 600nmOD=9بالای جذب نوری به دست آمده )

د بیان پروتئین آمینه به محیط کشت تنها با هدف بهبود درص

اونتاک انجام شد، بدين منظور زمان های نزديکتر به زمان القاء 

برای دستیابی به درصد بیان پروتئین اونتاک انتخاب گرديد. 

نهايتا تولید در شرايط بهینه ی تعیین شده بازده پروتئین 

 نوترکیب اونتاک را افزايش داد.

 تشکر و قدردانی

فناوری زيستی که ما را در  از کلیه همکاران در پژوهشکده 

اين پژوهش همکاری کرده اند و از کمک هايشان دريغ ننمودند 

 .صمیمانه تشکر و قدردانی می شود.

 تعارض منافع:

 بین نويسندگان هیچ تعارضی وجود ندارد. 
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