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Background and Aims: Due to its self-assembly properties on variety of surfaces and 

creating regular functional groups,  surface layer protein isolated from bacteria, has significant 

applications in the field of nanobiotechnology such as biosensor production, targeting drug 

delivery systems and tissue engineering. In this research, optimization of discontinuous culture 

medium compositions for the production of HPI surface layer protein from Deinococcus 

radiodurans R1 strain was performed using the response surface (RSM) method. 

Materials and Methods: In 2016, culture medium for 16 designed experiments with 

fractional factorial analysis (FFA) was prepared and effective factors among six variables of the 

discontinuous culture medium was investigated for the production of surface layer proteins of 

D.radiodurans R1. Twenty experiments were then designed for the optimization of effective 

variables using central composite design (CCD) method. Surface protein purity was assessed 

using SDS-PAGE analysis and its concentration was calculated via Bradford method. 

Results: The optimized medium containing 13.36 g/L glucose, 5 g/L yeast extraction, 5 

g/L tryptone, 2 g/L HEPES buffer, 0.55 MgSO4*7H2O, 0.0368 g/L MnCl2*4 H2O, was 

determined. Wet cellular mass was found as 16.87 g/L, which is 24% more than TGY basic 

medium and 74% much more than TYG culture medium including NaCl. 

Conclusions: Results of the Bradford method demonstrated that the concentration of 

surface layer protein HPI isolated from D. radiodurans R1 was 5.6 mg which was more than 

twice of  that using 1liter of basic TGY medium. 

KeyWords: Deinococcus radiodurans R1, S-layer protein, Response surface 

methodology (RSM) 
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در سویه  HPI سازی تولید پروتئین لایه سطحیبررسی فاکتورهای مؤثر در بهینه

  (RSM)، با روش سطح پاسخ1R یودورانسدینوکوکوس راد
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ی بر روی انواع ها، به دلیل خاصیت خودآراییباکترین لایه سطحی جداشده از سطح پروتئ زمینه و اهداف:

های نانو بیوتکنولوژی، مانند ساخت حسگرهای درزمینه توجهیی عاملی منظم کاربردهای قابلهاگروهسطوح و ایجاد 

سازی ترکیبات محیط کشت دارند. در این تحقیق، بهینههای دارو رسان هوشمند و مهندسی بافتیستمسزیستی، 

پاسخ با استفاده از روش سطح  1R یودورانسرادسویه دینوکوکوس  از HPI ناپیوسته برای تولید پروتئین لایه سطحی

(RSM.انجام شد ) 

شده توسط طرح فاکتوریل آزمایش طراحی 51ابتدا محیط کشت برای ، شمسی 5931در سال مواد و روش کار: 

برای  ناپیوستهاز میان شش متغیر محیط کشت  مؤثر( آماده شد و پس از کشت میکروارگانیسم، متغیرهای FFA) یجزئ

بررسی شد. سپس با استفاده از روش سطح پاسخ با طرح  1R یودورانسراددینوکوکوس تولید پروتئین لایه سطحی از 

-SDSطراحی شد. خلوص پروتئین سطحی با آنالیز  مؤثرسازی متغیرهای آزمایش برای بهینه 02مرکب مرکزی، 

PAGE دفورد محاسبه شد.ابررسی و غلظت آن با روش بر 

 ،HEPESبافر  g/L 0تریپتون،  g/L 1عصاره مخمر،  g/L 1گلوکز،  g/L 91/59محیط کشت بهینه: : هایافته

 g/L 11/2 O2*7H4MgSO  وg/L 2910/2 O2H *42MnCl  تر یسلولتعیین شد. جرمg/L 08/51 دست آمد که  به

 سدیم است. حاوی کلرید TGYبیشتر از محیط کشت  %82و  TGYبیشتر از محیط کشت پایه  02%

 

جداشده از  HPI نتایج حاصل از روش برادفورد، نشان داد که غلظت پروتئین لایه سطحی :گیرینتیجه

که بیش از دو برابر  mg 1/1که در یک لیتر محیط کشت بهینه رشد نموده، برابر است با:  1R یودورانسراددینوکوکوس 

 است. TGYاز یک لیتر محیط کشت پایه  بیشتر از غلظت پروتئین لایه سطحی جداشده از این سویه

 (RSMپروتئین لایه سطحی، روش سطح پاسخ )، 1R دینوکوکوس رادیودورانس :کلیدی کلمات
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مهمقد

از  تقلید علمتقلیدی یستز( یا Biomimetics) متیکیبیوم

(. 2) هوشمند است یهاموجودات زنده برای طراحی مصالح و سازه

جایگاه  هاآنتقلیدی، که در یستزایی بر پایه تولید ساختاره

اند، منجر شده قرارگرفتهکنترل بعدیسهدر یک ساختار  موادنانو

(. یکی از 1شود )یمبه ایجاد مواد جدیدی با خصوصیات پیشرفته 

های کریستالی سطحی ینپروتئهای خود چیدمان، یستمساین 

رویکردهای  هستند که های لایه سطحی(ینپروتئ) باکتریایی

ی و ابزاری با ابعاد چند ده ابر مولکولنوین، برای ایجاد ساختارهای 

(. پروتئین لایه سطحی، ساختارهای 9) انددادهنانومتر را توسعه 

ها است یباکترمتخلخل متصل به دیواره سلولی یا غشاء خارجی 

 هاآنشده است. گونه پروتئین یا گلیکوپروتئین ساختهکه از یک

ی بسته در تمامی مراحل هاشبکهی مجتمع شدن به شکل توانای

رشد و تقسیم سلولی را دارا هستند. پس از جداسازی توانایی 

مولکولی در های تکیهآراذاتی برای مجتمع شدن به شکل 

های یلمفروی  مایع، بر -سوسپانسیون، در سطح مشترک هوا

لزات و مانند پلیمرها، فجامد )های یهپاها و یپوزوملچربی، 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 2931مرداد و شهریور  – 9شماره  – 22سال 
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همتا برای یبهای یژگیو(. این 9-1رادارند ) ی سیلیکونی(هاورقه

ویژه درزمینه نانوتکنولوژی های سطحی، کاربردهای وسیعی بهیهلا

ی لایه هاشبکه(. 0آورد )یمایجاد ساختارهای بیومیمتیک فراهم 

گوش باشند. توانند دارای تقارن مایل، مربعی و یا ششیم سطحی

وع شبکه؛ یک واحد مورفولوژیکی شامل یک، دو، سه، وابسته به ن

صورت مرکز به باشد که بهیمچهار و یا شش زیر واحد پروتئینی 

نانومتری به هم متصل  9/3تا  9/2ای در حدود مرکز بافاصله

نانومتر دارند  9ضخامتی در حدود  های سطحییهلاهستند. اکثر 

باشد یمموجدار ها صاف و سطح داخلی آن هاآنو سطح خارجی 

 (.0،3( )1)شکل 

 

ی شبکه لایه سطحی هاگروهی بنددستهتصویر شماتیک از : 2 شکل

 (3ممکن )مطابق با تقارن دوبعدی 
 

 اند از:های مهم پروتئین لایه سطحی عبارتیژگیو

های لایه سطحی ینپروتئی موجود در شبکه هاتخلخل .1

ناسی یکسان هستند و در گستره شازنظر اندازه و ریخت

 گنجند.یمغشاهای اولترافیلتراسیون 

ازنظر  هاتخلخلی عاملی موجود بر سطح و درون هاگروه .2

اند و برای های مناسبی قرارگرفتهیتموقعمکان و جهت در 

ی عاملی به شکل بسیار دقیق در هامولکولامر پیوند 

 دسترس هستند.

جداشده از بسیاری از ی پروتئین لایه سطحی واحدهازیر  .3

ها قابلیت خود چیدمانی مجدد پس از یکروارگانیسمم

های یهلاها به شکل تک یکروارگانیسممجداسازی از سطح 

آب، بر  -بسته بر روی سطوح جامد، در سطوح مشترک هوا

ها رادارند یپوزوملهای چربی و یا روی سطوح یهلاروی تک 

(3،23.) 

وه آن از ساخت غشاهای در حال حاضر، کاربردهای بالق

های تشخیص یتکاولترافیلتراسیون تا حسگرهای زیستی، 

های انتقال برای عامل دار یستمسهای جذب و یسماترواکسن، 

ها برای خودآرایی یهلاکردن سطوح غیر آلی است. استفاده از این 

ی دیگر بر روی سطوح صاف، مبحثی بسیار جدید بوده هامولکول

(. یکی از 22،21کند )یمطوح هوشمند را فراهم که امکان ایجاد س

های یهلاها، ایجاد الگویی برای ساخت یهلاکاربردهای مهم این 

ی دیگر زیستی است. به علت اینکه هامولکولیه از خود آرا

ی هامولکول، با برقراری لیگاند اندشدهی عاملی فعال تکرار هاگروه

(. یکی از 29شوند )یم یه ایجادخود آرازیستی دیگر نیز به شکل 

  1Rیودورانسراد دینوکوکوسهای دارای لایه سطحی یهسو

باشد که یک ساختار منظم سرتاسر لایه خارجی با آرایش یم

 (HPI) وجهی پوشانده است. این لایه که بانامشش

 hexagonally packed intermediate وسیله شود، بهیم شناخته

مشاهده و پ نیروی اتمی قابلمیکروسکوپ الکترونی و میکروسکو

دهد یمبررسی است. مشاهدات شکل مورفولوژیکی این لایه نشان 

وجهی هستند یی که به شکل ششهاروزنهکه این لایه از مجموع 

از طریق  احتمالاً(. این لایه 2شده است )شکل تشکیل

گریز با سطح داخلی غشاء خارجی و تعدادی آب وانفعالاتفعل

(. این واحد پروتئینی متشکل از 22تباط است )پروتئین در ار

 دالتون است. 95/55اسیدآمینه بوده و وزن آن در حدود  531

است و عمده اسیدهای آمینه  75/4در حدود  pIاین لایه دارای 

 (.21( است )Gly( و گلیسین )Thrدهنده آن ترئونین )یلتشک

 
 وجهی پروتئین لایه سطحیتار ششنمایی شماتیک از ساخ: 1 شکل

HPI (22) 
 

های خاص پروتئین لایه سطحی، شکل یژگیوبا توجه به 

وجهی بعد از وجهی منافذ آن و توانایی حفظ ساختار شششش

جداسازی در محیط آزمایشگاهی، تحقیقات نوینی درزمینه 

(. در یک 21-23گرفته است )ها شکلکاربردی کردن این ویژگی

رسانا بر و همکاران موفق به ایجاد سطوح نیمه Bergkvistمورد، 
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از جنس ذرات  HPIوجهی پروتئین لایه سطحی پایه شکل شش

ی نوین برای هادستگاهطلا شدند که قابلیت استفاده در ساخت 

(. در تحقیق دیگر، با استفاده 21باشند )یمضبط اطلاعات را دارا 

الوگرافی جذب نانو ، موفق به کریستHPI از پروتئین لایه سطحی

(. 13رسانا شدند )( نیمهNanowiresذرات طلا و ساخت نانوسیم )

هادی بیشترین کاربرد را در عرصه پزشکی مانند های نیمهنانوسیم

ی بنیادی و غیره را دارا هاسلولی سرطان، رشد هانشانهتشخیص 

هادی، های نیمهیمنانوسی ساخت هاراه(. یکی از 12هستند )

های لایه سطحی ینپروتئها به کمک الگوی زیستی سنتز آن

ی بسیار ریز در میان ماده ااستوانهاست، این الگوها حاوی حفرات 

شود که یمزمینه هستند و فضاهای خالی با ماده موردنظر پر 

شود یمگیرد و نانوسیم تشکیل یممورفولوژی حفره را به خود 

(11،19.) 

سازی محیط کشت غنی نه، با بهیگرفتهدر مطالعات انجام

 Morpholine propanesulfonic acidبافر شده با  معین

(MOPS)دینوکوکوس رادیودورانس منظور رشد سریع باکتری ، به

1R  وساز آن، زمان دو برابر شدن این های سوختیتظرفو آنالیز

درجه سلسیوس  39ساعت در دمای بهینه  0/2باکتری 

که سویه برای رشد در این شده است شده است. ثابتگزارش

( است. Niacin( و نیاسین )Biotinمحیط کشت، نیازمند بیوتین )

همچنین با طراحی یک محیط کشت ساده حداقل بر پایه 

(، زمان دو برابر شدن Serine( و سرین )Glutamineگلوتامین )

شده است. ساعت گزارش 1R 4دینوکوکوس رادیودورانس باکتری 

وساز گوگرد و کشت برای بررسی سوخت همچنین از این محیط

متیونین استفاده شد و نشان داده شد که امکان رشد این باکتری 

منبع نیتروژن در اختیار این عنوان درزمانی که تنها آمونیوم به

شود، ولی برای یممیسر  12Bویتامین  باکتری باشد، تنها باوجود

یدآمینه اسیابی به یک رشد منظم و چشمگیر، حداقل یک دست

باید در دسترس باکتری باشد. مطالعات نشان داده که امکان رشد 

در یک محیط کشت پایه بافر شده  1Rدینوکوکوس رادیودورانس 

، که تنها حاوی یک منبع کربن، نمک و چهار ویتامین MOPSبا 

 (.12دارد )است، وجود  و دو اسیدآمینه

 یری از خاصیت زیستگبهرهدر تحقیق دیگری، باهدف 

در  1Rدینوکوکوس رادیودورانس پالایی و توانایی رشد باکتری 

زمان، اقدام ی، از طریق روش یک فاکتور در یکاهستهی هازباله

شد. محقق با بررسی مواد  TGYسازی محیط کشت پایه ینهبهبه 

 یودورانسراددینوکوکوس بافری مرسوم که برای کشت سویه 

تنها از میزان رشد فسفات نهشود، گزارش داد که بافر یماستفاده 

روی شود. ازاینیمکند بلکه مانع رشد باکتری ینمبالا حمایت 

را برای کشت این سویه مطلوب  MOPSو  HEPESبافرهای 

شده است. همچنین با بررسی مواد ضد کف، ماده ضد کف گزارش

KFO 673  یر تأثبر اساس توانایی بالای ضد کف بودن و عدم

شده ی باکتری، برای رشد مطلوب گزارشمنفی بر رشد طبیع

آزمایش نشان داد که یک طراحی  آمده ازدستاست. نتایج به

م و منگنز نقش پررنگی در افزایش میزان رشد و گلوکز، منیزی

بهینه برای انجام  pHهمچنین حجم سلول نهایی دارند و دما و 

 درجه 35لیتری به ترتیب  26فرمنتور  بزرگکشت در مقیاس 

 (.11گزارش شد است ) 5وس و سلسی

سازی محیط کشت سویه تاکنون تحقیقی باهدف بهینه

برای افزایش میزان تولید پروتئین لایه  دینوکوکوس رادیودورانس

این تحقیق برای کاربردی  در سطحی آن انجام نگرفته است.

، برای اولین گام، HPI کردن خصوصیات پروتئین لایه سطحی

ط کشت ناپیوسته برای تولید پروتئین سازی ترکیبات محیبهینه

با  1R یودورانسرادسویه دینوکوکوس  از HPI لایه سطحی

 ( انجام شد.RSMپاسخ )استفاده از روش سطح 

 هاروشمواد و 

 شرایط کشت

از کلکسیون میکروبی  1Rیودورانس راددینوکوکوس  سویه

مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه شد. محیط پیش 

مخمر،  عصاره :g/L 9، گلوکز :g/L16 :کشت شامل مواد زیر است

g/L 16: سازیبهینهتخمیر نیز بعد از یپتون. محیط کشت تر 

یپتون، تر :g/L9مخمر،  عصاره :g/L9: گلوکز، g/L30/13حاوی: 

g/L2: بافر HEPES ،g/L 99/6:O2*7H4MgSO  و

g/L6307/6:O2*4 H2MnCl 5منظور تنظیم تعیین شد. به pH = 

ها، از اسیدکلریدریک نیم نرمال و سود یک نرمال استفاده محیط

 121 دقیقه در دمای 26برای مدت ها را شد و سپس محیط

شرکت ریحان طب ساخت  RT2در اتوکلاو مدل درجه سلسیوس 

کشور ایران استریل شدند. با توجه به تحقیقات قبلی، برای 

 Cیابی به میزان رشد بالا، باکتری در دمای:دست
º 39 ،5 pH = ،

از  هاسلول(. میزان رشد 11کشت داده شد ) rpm266دور همزن 

 nm066موج گیری جذب نوری محیط کشت در طولازهطریق اند

 Jenwayشرکت  0316با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل 

 یری شد.گاندازهساخت کشور انگلستان 
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 سازی محیط کشتبهینه 

 ( برای غربالگریFFA) یجزئطرح فاکتوریل  

ی طراحی تجربی است که هاروشطرح فاکتوریل، یکی از 

در محیط کشت مورداستفاده  مؤثرعوامل مغذی برای شناسایی 

و  مؤثرتوان برای بررسی عوامل یمگیرد. از این روش یمقرار 

ها در دستیابی به یک پاسخ مطلوب استفاده کرد. تعامل بین آن

یرهای مستقل شش یا کمتر از شش مورد متغزمانی که تعداد 

چهارم، نتایج -باشد، استفاده از این روش در سطح یک

(. 11کند )یم(، ارائه PBDی از روش پلاکت برمان )ترلوبمط

، شش عامل مغذی )گلوکز، FFA، بر اساس طرح 1مطابق جدول 

، منیزیوم سولفات و منگنز HEPESبافر  ،عصاره مخمر تریپتون،

هرکدام در سه سطح در نظر گرفته شد. بر این اساس  کلراید(

یرهای مستقل آزمایش برای غربالگری شناسایی متغ 10تعداد 

 066موج برافزایش میزان جذب نوری محیط کشت در طول مؤثر

وسط عنوان پاسخ مطلوب، انجام گرفت. مقدار متنانومتر به

 آورده شد. 2مشاهدات در جدول 

 (g/Lمقادیر برحسب آن )و سطوح  (FFA) یجزئ: اجزای محیط کشت در فاکتوریل 2جدول 

 + صفر - زای محیط کشتاج یرهامتغ

X1 16 9/5 9 گلوکز 

X2 16 9/5 9 عصاره مخمر 

X3 16 9/5 9 تریپتون 

X4  بافرHEPES 2 9 7 

X5 O2*7H4MgSO 9/6 29/6 صفر 

X6 O2*4 H 2MnCl 62/6 61/6 صفر 
 

 (FFDوسیله روش فاکتوریل جزئی )ها و نتایج حاصل بهیشآزما: 1جدول 

اره شم

 آزمایش
 (g/L) گلوکز

X1 

 عصاره مخمر

(g/L) X2 

 تریپتون

(g/L) X3 

 HEPEبافر 

(g/L) X4 
O2*7H4MgSO 

(g/L) X5 
O2* H2MnCl 

X6 
 جذب نوری

600OD 

2 9 9 9 2 6 6 72/12 

1 16 9 16 2 6 62/6 00/25 

9 16 16 16 2 9/6 6 09/23 

2 16 9 9 2 9/6 6 00/36 

1 9 16 9 2 9/6 62/6 13/31 

1 9 16 16 7 6 6 06/13 

1 16 9 9 7 9/6 62/6 19/36 

0 9 9 9 7 6 62/6 69/20 

3 16 16 9 7 6 62/6 55/22 

23 9 9 16 7 6 6 91/15 

22 9 9 16 7 9/6 62/6 54/21 

21 16 16 9 7 9/6 6 55/14 

29 9 16 16 2 6 62/6 23/17 

22 16 9 16 2 6 6 95/10 

21 16 16 16 2 6 62/6 11/27 

21 9 16 9 2 9/6 6 25/22 

 

 Central Composite Design)  طراحی مرکب مرکزی

(CCP)) 

در این تحقیق پس از استفاده از روش فاکتوریل جزئی 

(FFA برای شناسایی و غربالگری متغیرهای )از روش سطح مؤثر ،

منظور ارزیابی ( با استفاده از طرح مرکب مرکزی بهRSMپاسخ )

ته )جذب نوری بر متغیر وابس مؤثریر متغیرهای تأثکمی و کیفی 

نانومتر( استفاده شد. طرح مرکب  066موج محیط کشت در طول

ی طراحی آزمایش برای هاروشین ترمعروفمرکزی یکی از 
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ی هاروشی است. مزیت آن نسبت به سازمدلسازی و بهینه

سازی عوامل منظور بهینهفاکتوریل کامل و جزئی، این است که به

تن دقت مناسب، نیازمند و تخمین سطوح پاسخ، باوجود داش

(. طراحی آزمایش به روش سطح 11های کمتری است )یشآزما

، مؤثروسیله طرح مرکب مرکزی برای سه متغیر وابسته پاسخ به

 3جدول در  (-αو  -α ،+1 ،+6 ،1سطح کد شده ) 9هرکدام در 

 آمده است.

 رکب مرکزیبرای طرح م هاآنیرها و سطوح متغ: 9جدول 

 متغیر شدهسطح کد   (g/L) یرمتغ

 α+ 1+ 6 1- α- 

X1 :04/0 7 16 12 30/13 گلوکز 

:X5 655/6 29/6 96/6 59/6 52/6 سولفات منیزیم 

X6663/6 61/6 62/6 63/6 635/6 : منگنز کلراید 

 

بین متغیرهای مستقل کد شده و مقادیر حقیقی  رابطه

 آمده است. 1معادله در  هاآن

 = Xi                 1 معادله 

مقدار حقیقی، : Xi : مقدار کد شده،Xiکه در این معادله،  

0X تغییر گام در نقطه مرکزی و  ریمتغ: مقدار حقیقی همان :

 2معادله با  هاشیآزمای حاصل از هادادهدر مقدار متغیر است، 

شده است، مطابقت داده 2ای درجه ملهکه معادله برازش چندج

 است.

jXiX ij+ ∑ β 2  2معادله 
iX ii+ ∑ β iX i+ ∑ β 0= βY که

: iβ ،مبدأ: عرض از 0β شده،بینی: پاسخ پیشYدر این معادله 

 ضریب برهمکنش تعاملی و :ijβ دو،: ضریب درجهiiβضریب خطی،

jXiX.متغیرهای مستقل هستند : 

 وتحلیل آماریتجزیه

طراحی شده و توسعه داده شده در  Minitab 17 افزارنرماز  

منظور دانشگاه ایالتی پنسلوانیا در کشور ایالات متحده آمریکا، به

ها، ترسیم نمودارهای یشآزمای هاداده( Regressionبرازش )

( برای افزایش میزان ANOVAسطح پاسخ و آنالیز واریانس )

سخ مطلوب، استفاده شد. عنوان پانانومتر به 066جذب نوری در 

بینی مدل منظور ارزیابی صحت برازش و دقت پیشهمچنین به

شده با روش پاسخ سطح، از دو پارامتر آماری: ضریب تعیین ارائه

((2R) Determination Coefficient و ضریب تعیین اصلاح ) شده

(Adjusted Determination Coefficient .استفاده شد ،)

یا  ≥P 69/6ی آماری در سطح معنی هاونآزمهمچنین کلیه 

 انجام شد. %59همان احتمال 

 HPIجداسازی پروتئین لایه سطحی 

با  هاسلول در انتهای فاز رشد، مرحله کشت متوقف شد و 

  Cدقیقه در دمای 16به مدت  g0666سانتریفیوژ در 
º 4  جدا

شدند. رسوب سلولی با آب دیونیزه دومرتبه شستشو داده شد و 

آرامی جداشده نند مرحله قبل سانتریفیوژ شدند. مایع رویی بههما

ی شد. رسوب سلولی در آورجمعو رسوب سلولی 

معلق شدند. تعلیق  %9(، با غلظت SDSسولفات )دودسیلیمسد

Cدر دمای  ساعت 2سلولی به مدت 
º 06  در شیکر انکوباتور قرار

ژ شد و دقیقه سانتریفیو 16به مدت  g 0666داده شد. سپس در 

 36به مدت  g26666 دور آرامی جدا شد و بامحلول رویی به

آمده در دستدقیقه سانتریفیوژ شد و رسوب پروتئین سطحی به

 Cآب دیونیزه حل شد و در دمای 
º 4 ( 10نگهداری شد.) 

 SDS-PAGEآنالیز 

برای بررسی خلوص پروتئین سطحی جداشده، آنالیز  

SDS-PAGE رکت با سیستم الکتروفورز شBIO-RAD    ساخت

کشور ایالات متحده آمریکا انجام شد، به این منظور به هر یک از 

میکرولیتر بافر نمونه  96ی پروتئین لایه سطحی جداشده هانمونه

ها، مقدار بافر یشآزماسازی در اضافه شد )برای شرایط یکسان

 C یدماکند( و در یمنمونه تغییر 
º 166  به مدت دو دقیقه

 -ی ژل اکریل آمیدهاچاهکدر  هانمونهشد، سپس  جوشانده

بارگذاری شدند. ولتاژ دستگاه الکتروفورز  %9/12بیس اکریل آمید 

با  هاژلساعت  4ولت تنظیم شد، بعد از گذشت  119بر روی 

بری شد و بری، رنگآمیزی شده و با محلول رنگکوماسی بلو رنگ

 (.10باندهای پروتئینی مشاهده و بررسی شدند )

 HPIگیری غلظت پروتئین لایه سطحی اندازه 

 جداشده با روش برادفورد

دفورد استفاده ایری غلظت پروتئین از روش برگاندازهبرای  

دفورد از رنگ کوماسی برلیانت اشد. به این منظور ابتدا معرف بر

تهیه شد. سپس برای رسم منحنی استاندارد  G250 بلو

لیتر از گرم در میلیمیلی 1و  9/6، 29/6، 12/6، 60/6ی هاغلظت

از  Lµ26 ( تهیه شد وBSAپروتئین استاندارد آلبومین گاوی )

دفورد اضافه شد و جذب ااز محلول بر mL 1عصاره پروتئینی به 

نانومتر قرائت شد. نمودار جذب  959موج نوری آن در طول



 1350مرداد و شهریور ▐ 3 شماره 11 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

09 

 

همانند  HPIپروتئین  نسبت به غلظت رسم شد و سپس جذب

آمده و غلظت آن با استفاده از منحنی دستمرحله قبل به

 (.13استاندارد محاسبه شد )

 هایافته

بر میزان  مؤثرهای حاصل از غربالگری عوامل یافته

 HPIتولید پروتئین لایه سطحی 

منظور یافتن عوامل مغذی ( بهFFAطرح فاکتوریل جزئی )

، از میان شش متغیر با HPIدر تولید پروتئین لایه سطحی  مؤثر

 paretoمایش انجام گرفت و نتایج حاصل با استفاده از آز 10

chart  متغیرهای  1(. مطابق نمودار 1نمودار) یدگردارزیابی

یر بر میزان تأثمنگنز، منیزیم و گلوکز به ترتیب دارای بیشترین 

 بودند. HPIتولید پروتئین لایه سطحی 

یر و تعامل سه متغیر مستقل با تأثمنظور ارزیابی نحوه به

 26منگنز، منیزیم و گلوکز( از طرح مرکب مرکزی با ) یشتربیر تأث

آزمایش در نقطه مرکزی بود، استفاده  0آزمایش که از این تعداد 

یر کمتری داشتند بر اساس نتایج تأثدیگر که  شد. برای سه جزء

، HEPESحاصل، به ترتیب برای عصاره مخمر، تریپتون و بافر 

 .گرم بر یک لیتر محیط کشت انتخاب گردید 2و  9، 9مقادیر 

 گزارش شد. 4مقدار متوسط نتایج در جدول 

 
در افزایش  مؤثری هاعامل( pareto chart (نمودار پرتو : 2ر نمودا

 HPIتولید پروتئین لایه سطحی 

 

 شده( و وزن توده سلولی حاصل از طرح مرکب مرکزیبینیپیش –تجربی نانومتر ) 133: میزان جذب نوری در 2جدول 

 آزمایش
توده  تروزن متغیرهای کد شده در سطوح کد شده

 (g/L) یسلول

 nm 133 مقدار جذب نوری در

X1 :گلوکز :X5 منیزیم سولفات X6شدهبینیمقدار پیش مقدار تجربی : منگنز کلراید 

2 1+ 1- 1+ 45/15 65/31 17/31 

1 1+ 1+ 1+ 62/17 19/32 59/31 

9 1- 1- 1- 40/14 25/20 91/20 

2 1- 1+ 1- 70/19 17/27 11/27 

1 1- 1+ 1+ 14/19 14/25 64/25 

1 07/1+ 6 6 23/15 01/36 03/36 

1 07/1- 6 6 57/13 05/29 97/29 

0 1+ 1+ 1- 41/10 24/25 17/25 

3 6 6 6 71/10 19/25 30/25 

23 1- 1- 1 11/13 14/20 24/20 

22 6 6 6 32/10 21/25 30/25 

21 6 6 6 75/10 61/36 30/25 

29 6 6 6 51/19 36/25 30/25 

22 6 6 6 02/10 25/25 30/25 

21 6 07/1- 6 15/19 15/25 74/20 

21 6 6 6 57/10 21/25 30/25 

21 6 07/1+ 6 65/10 90/27 74/27 

20 6 6 07/1+ 91/15 02/36 05/36 

23 1+ 1- 1- 51/14 40/25 01/25 

13 6 6 07/1- 49/10 52/27 97/27 
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با روش  هادادهگزینش مدل مناسب برای برازش 

 سطح پاسخ

بینی پاسخ )جذب یشپمنظور تعیین مدل تجربی برای به 

ای شامل معادلات نانومتر(، معادلات چندجمله 066نوری در 

ی هادادهجه سه بر دو و درخطی، دو فاکتوریلی )تعاملی(، درجه

 هامدلآمده از روش سطح پاسخ، برازش شدند. سپس این دستبه

مورد آنالیز آماری قرار گرفتند. لازم به ذکر است که ازنظر آماری 

( آن، Lack of fitمدلی مناسب است که آزمون ضعف برازش )

شده باشد. اصلاح 2Rو  2Rدار نبوده و دارای بالاترین مقدار معنی

شود، آزمون ضعف برازش یممشاهده  9جدول ور که در طهمان

ی هادادهدو برازش یافته بر ای درجهمربوط به مدل چندجمله

 هادادهدار نیست که بیانگر برازش موفق پاسخ سطح، معنی

شده که به اصلاح 2Rو  2Rباشد. همچنین با توجه به مقادیر یم

دو درجه ایباشند، مدل چندجملهیم 54/6و  55/6ترتیب 

که  3معادله کارگیری روش سطح پاسخ، انتخاب شد. با به

 066دهنده ارتباط تجربی میان مقادیر جذب نوری در نشان

)بر اساس مقادیر حقیقی( به  مؤثرنانومتر و سه متغیر مستقل 

 دست آمد.

 یاهداده: آنالیز آماری برای انتخاب مدل برازش شده بر 1جدول 

 هایشآزماحاصل از 

 نوع مدل
انحراف 

 معیار
 شدهاصلاح 2R (2R) یینتعضریب 

برای  Pارزش 

 ضعف برازش

 6661/6> -65/6 60/6 4/1 خطی

 6661/6> 632/6 34/6 32/1 فاکتوریل 1

 59/6 54/6 55/6 363/6 1درجه 

 6337/6 59/6 59/6 25/6 9درجه 

 3معادله 

 –6 + 0.6265 X 59 X+ 0.591 1Y = 36/29 + 1.5017 X

6X1+ 0.960 X 5X50.5367 X – 1X10.4431X 

های تجربی و یشآزمامیزان جذب نوری حاصل از 

 066موج از طریق روش سطح پاسخ در طول شدهبینیپیش

آورده شده است. مشاهدات این جدول،  4جدول نانومتر، در 

آمده با روش دستبیانگر همبستگی بسیار خوب بین نتایج به

با روش آماری است. همچنین از  شدهبینیپیشربی و مقادیر تج

 درجه دومیرات خطی، تعاملی و تأثاین مدل برای ارزیابی میزان 

یر سه تأثمتغیرهای مستقل بر متغیر وابسته استفاده شد. نحوه 

 2 نانومتر در نموار 066موج عامل بر میزان جذب نوری در طول

 آورده شده است.

 

 نانومتر 133موج بر میزان جذب نوری در طول اثرگذاریر سه عامل تأثی حنمن :1نمودار 

 

 بحث

شود، افزایش میزان یممشاهده  2طور که درنمودار همان

دینوکوکوس ترین منبع کربن برای سویه یاصلعنوان گلوکز به
، باعث افزایش میزان جذب نوری شده و درنتیجه 1Rرادیودورانس 

های تولیدشده یتمتابولبرد. با بررسی یملا جرم توده سلولی را با

شده است که به در محیط کشت در طول فرایند کشت، گزارش

زمان با افزایش توده سلولی، این دلیل تولید پیوسته آمونیاک هم

سویه تمایل به استفاده از منابع کربنی موجود در تریپتون و 

کربن استفاده عنوان منبع عصاره مخمر دارد و زمانی از گلوکز به

ی هاگزارشکند که منابع کربنی دیگر به اتمام رسیده باشد. یم

عنوان یک فلز زیادی از وابستگی این سویه به فلز منگنز، به

طور که در نمودار بالا نیز مشهود است، انتقالی موجود است. همان
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عنوان افزایش میزان منگنز باعث افزایش مقدار جذب نوری به

عنوان یک فلز مهم و ده است. منیزیم نیز بهپاسخ مطلوب، ش

ها یکروارگانیسممتمام  RNAو  DNAبسیار اثرگذار در بیوسنتز 

یباً تقرمطرح است. نتایج نشان داد که میزان بهینه برای منیزیم 

گرم در هر لیتر از محیط کشت، که با نتایج  9/6برابر است با 

، مشخص 0ول جدمطابق  (.11شده دیگر مطابقت دارد )گزارش

 شد که گلوکز بیشترین اثر را برافزایش میزان جذب نوری

باشند و بعدازآن دو عامل منگنز و منیزیم دارای تأثیری یم

یباً مساوی برافزایش میزان جذب نوری دارند. همچنین از بین تقر

اثرات تعاملی، تنها اثرات بین گلوکز و منگنز بر میزان جذب نوری 

 اثرگذار است.

 

 ی پاسخهادادهدو برازش یافته بر : نتایج آنالیز آماری مدل درجه1 جدول

 Pارزش  Fارزش  متوسط مربعات درجه آزادی مجموع مربعات منبع تغییرات 

 6661/6> 36/05 15/0 5 91/99 مدل 

       یر خطیتأث

 1X :6661/6> 330 76/36 1 76/36 گلوکز 

 5:X 6661/6> 21/92 57/4 1 57/4 فاتمنیزیم سول 

 X66661/6> 47/97 30/9 1 30/9 : منگنز کلراید 

       یر تعاملیتأث

 X1*X5 6669/6 1 6669/6 6 540/6 

 6*X1X 35/5 1 35/5 44/76 <6661/6 

 6*X5X 33/6 1 33/6 97/3 677/6 

       دویر درجهتأث

 1*X1X 73/2 1 73/2 70/36 <6661/6 

 5*X5X 19/4 1 19/4 36/49 <6661/6 

 6*X6X 14/6 1 14/6 91/1 247/6 

   653/6 16 52/6 باقیمانده 

 015/6 59/6 67/6 9 35/6 عدم برازش 

   169/6 9 92/6 خطای خالص 

 54/6 =( 2R – Adjusted) شدهضریب تعیین اصلاح 55/6 =( 2R) یینتعضریب 

 

برای سه  بعدی پاسخ سطح و نمودار کنتورنمودارهای سه

آورده شده است. همچنین در بین  3عامل اثرگذار در نمودار 

دو، اثرات درجه دوم منگنز اثرگذار نبوده و دو عامل اثرات درجه

 گلوکز و منیزیم اثرگذار هستند.

بعدی نمودار طور که در نمودارهای کانتور تعاملی سههمان

مشخص است، زمانی که میزان منیزیم در مقدار میانه ثابت  3

فرض شود، با افزایش میزان گلوکز و منگنز، میزان جذب نوری در 

رود. زمانی یماسخ مطلوب، بالا عنوان پنانومتر به 066موج طول

که میزان گلوکز در محیط کشت ثابت فرض شود، افزایش میزان 

شود و میزان منیزیم تا یممنگنز باعث افزایش میزان جذب نوری 

یباً برابر با مقدار میانه باعث افزایش میزان جذب نوری تقرمقداری 

متر نانو 066موج شود. همچنین بیشترین جذب نوری در طولیم

 56/34 افزارنرمبرای محیط کشت مورد آزمایش، توسط 

 30/13ینه برای گلوکز: شود که در آن سطوح بهیمبینی یشپ

گرم بر هر لیتر  99/6لیتر محیط کشت، منیزیم سولفات: گرم بر 

گرم در هر لیتر از محیط  6307/6محیط کشت و منگنز کلراید: 

 باشد.یمکشت، 
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ی کانتور )سمت راست( و نمودارها بعدی،در میزان جذب نوری، با استفاده از نمودارهای سطح پاسخ سه مؤثریر تعاملی متغیرهای تأث: 9نمودار 

 نمودارهای تعاملی )سمت چپ(.

 

 توسط تولیدشده HPI یسطح یهلا ینمقدار پروتئ

با  ،شدهبهینه محیط کشتکه در  1R یودورانسراد ینوکوکوسد

-SDS یزو آنالمقایسه شد  رشد کرده TGY یهکشت پا یطمح

PAGE آورده  3شد در شکل  یجداساز یسطح یهلا ینپروتئ

 است. هشد

باند  4آمده دارای دستبا توجه به شکل، الگوی پروتئینی به

کیلودالتون و  97و  74 ،51، 164ی مولکولی هاوزنمشخص در 

کیلودالتون  09و  45، 31، 14چهار باند ضعیف در وزن مولکولی 

آمده در این تحقیق با نتایجی که دستباشد، الگوی بهیم

شده مطابقت دارد، با تغییر شیوه جداسازی پروتئین لایه گزارش
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تواند ناشی از یمشود که یم، بازهم این الگو تکرار HPIسطحی 

 (.93باشد ) HPIپروتئولیز پروتئین لایه سطحی 

 

 

از رسوب سلولی و پروتئین سطحی  SDS-PAGE: آنالیز 9شکل 

مارکر وزن مولکولی،  -R1( ،Mدورانس دینوکوکوس رادیو جداشده

a- ،پروتئین جداشده از محیط کشت بهینهb- پروتئین جداشده از

 (TGYمحیط کشت پایه 

 

ورد، غلظت پروتئین لایه سطحی با استفاده از روش برادف

HPI  1دینوکوکوس رادیودورانس جداشده ازR  که در یک لیتر

و جداشده از این سویه  mg 0/9محیط کشت بهینه رشد نموده،

 تعیین شد. TGY، mg  3/3در یک لیتر محیط کشت پایه 

نتایج نشان داد از میان شش فاکتوری که مورد غربالگری  

یر بیشتری بر رشد سویه تأثیم و منگنز قرار گرفت، گلوکز، منیز

گلوکز،  g/L 30/13شده حاوی: دارند. محیط کشت پیچیده اصلاح

g/L 9  ،عصاره مخمرg/L 9  ،تریپتونg/L 2  بافرHEPES، 

 g/L 99/6 O2*7H4MgSO  وg/L 6307/6 O2*4 H2MnCl 

گرم  75/10تر برای حالت بهینه یسلولهمچنین جرم  .تعیین شد

بیشتر از محیط  %24محیط کشت به دست آمد که در هر لیتر 

حاوی  TGYبیشتر از محیط کشت  %54و  TGYکشت پایه 

نتایج حاصل از روش برادفورد، نشان داد که  کلرید سدیم است.:

دینوکوکوس جداشده از  HPI غلظت پروتئین لایه سطحی
که در یک لیتر محیط کشت بهینه رشد نموده،  1R یودورانسراد

که بیش از دو برابر بیشتر از غلظت  mg 0/9با: برابر است 

است که در یک لیتر  پروتئین لایه سطحی جداشده از این سویه

 رشد کرده است. TGYمحیط کشت پایه 

 تقدیر و تشکر

از کلیه همکاران در پژوهشکده علوم و فناوری زیستی 

دانشگاه صنعتی مالک اشتر، که در طول این پژوهش با ما 

رسان ما در اتمام این پژوهش بودند و و یاری همکاری نمودند

همچنین از مرکز ملی ذخایر ژنتیک و زیستی ایران که ما را در 

 یم.رادارتهیه میکروارگانیسم یاری نمودند، کمال تشکر و قدردانی 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد گونهیچه

. 
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