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Abstract 

Background and purpose: The 50 KDa protein (50 µg) in carboxylic domain of the neurotoxin heavy 

chain (BoNT/A-Hc) recognizes surface receptors on target neurons and this fragment contains the principle 

protective antigenic determinants. Recently, this fragment has been used as a recombinant vaccine candidate for 

botulism. The study aimed to compare the evaluation of BoNT/A-Hc production in fed-batch (high cell density 

cultivation) and batch cultivation of recombinant Escherichia coli (E. coli.). 

Materials and methods: In this research, growth of recombinant E. coli in batch culture was studied. In order 

to maximize protein expression, induction time and Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) inducer 

concentration were optimized by the Taguchi statistical method. Then, fed-batch culture was applied to achieve high 

cell density cultivation. Finally, the recombinant protein expression level was determined. 

Results: In optimized conditions, 62 and 486 mg/l of soluble recombinant BoNT/A-Hc were produced in 

batch and fed-batch cultivation. 

Conclusion: According to the results, high cell density in fed-batch cultivation is a very effective for 

improve of recombinant proteins productivity. 
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 مجــلــــه دانـشـــگاه عــلـــوم پــزشــكــــي مــازنـــدران
  ) 2- 10(   1392سال   شهريور    104شماره   بيست و سوم  دوره

 پژوهشي

مقايسه كمي توليد پروتئين نوتركيب انتهاي كربوكسيل نوروتوكسين 
  شده دهي هاي ناپيوسته و ناپيوسته خوراك در كشت Aبوتولينوم 

  كلي اشرشياباكتري 
  1خيراله ياري

  2سيد صفاعلي فاطمي
  3محمود تولائي

  4محمدطاهر مرادي

  
  چكيده

 Aتيـپ  كيلـو دالتـوني واقـع در انتهـاي كربوكسـيل زنجيـره سـنگين نوروتوكسـين كلسـتريديوم بوتولينـوم            50پـروتئين   :هدفسابقه و 
)BoNT/A-Hc ( هدف از اين پژوهش بررسي توليد اين پـروتئين نوتركيـب   . رود ميامروزه براي توليد واكسن نوتركيب عليه بوتوليسم به كار

  .بودهاي ناپيوسته  و مقايسه توليد آن با كشت) شده دهي ناپيوسته خوراك(هاي با تراكم سلولي بالا  كلي در كشت در باكتري اشرشيا
شـده بـا فراينـد كشـت      اصـلاح  M9كلي حاوي پلاسميد نوتركيـب در محـيط    در اين مطالعه، رشد باكتري اشرشيا :ها مواد و روش

و زمـان   Isopropyl β-D-thiogalactosideبه منظور افزايش بيان پروتئين نوتركيب، ميزان غلظـت القاكننـده   . ناپيوسته بررسي گرديد
شـده بـا    دهـي  سپس كشت ناپيوسـته خـوراك  . بهينه گرديد Taguchi به كمك روش آماري ،ليتر 2با حجم كاري  Fermentorالقا در 

در پايان ميزان بيان پروتئين نوتركيب هدف به كمك . نمايي با حجم ثابت تا رسيدن به تراكم سلولي بالا انجام گرفت دهي روش خوراك
  .محاسبه شد SDS-PAGEو دانسيتومتري ژل  Bradfordروش 

گـرم پـروتئين نوتركيـب     ميلـي  486و  62شده، به ترتيب مقدار  دهي سته و ناپيوسته خوراكشده كشت ناپيو در شرايط بهينه :ها يافته
BoNT/A-Hc محيط كشت حاصل گرديداز  به ازاي يك ليتر. 

هـاي ناپيوسـته    گيـري كـرد كـه رسـيدن بـه تـراكم سـلولي بـالا در كشـت          هتـوان نتيج ـ  هاي ايـن تحقيـق مـي    اساس يافته بر :استنتاج
 .ثر استؤهاي نوتركيب بسيار م افزايش بازدهي توليد پروتئينشده در  دهي خوراك

  
  كلي، كلستريديوم بوتولينوم، پروتئين نوتركيب دهي شده، اشرشيا كشت ناپيوسته خوراك: هاي كليدي واژه

  
 مقدمه

) Clostridium botulinum(باكتري كلستريديوم بوتولينوم 
بنـدي   نـوع مختلـف تقسـيم    7ژنيك بـه   هاي آنتي بر اساس ويژگي

به  Eو  A ،Bانواع . اند دهگرديمعرفي  Gتا  Aبا حروف و اند  شده
زا  بيماري اتدر حيوان معمولبه طور  Dو  Cدر انسان و  هعمدطور 
باكتري كلسـتريديوم بوتولينـوم، يـك نوروتوكسـين      .)1( باشند مي

كند كه قادر است با راه يافتن  روتئازها توليد ميقوي از گروه متالوپ
توكسين از طريق سطوح مخاطي نظير روده، بافت ريـه و يـا محـل    

و با ممانعـت از آزاد شـدن اسـتيل     شودزخم به گردش خون وارد 
رونـده   هاي عصبي سبب ايجاد فلج عضـلاني پـيش   كولين در پايانه

توكسـين   .)2( با مرگ همراه اسـت اغلب گردد كه در موارد حاد، 
زنجيـره   :شـود  بوتولينوم از نظر عملكردي به سه بخش تقسـيم مـي  



  
 و همكاران خيراالله ياري  
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 پژوهشي

دهنده  كيلودالتون شامل بخش اتصال 100سنگين با وزن مولكولي 
)Binding domain ( در ناحيهC دهنده در  ترمينال و بخش انتقال

كيلودالتون  50زنجيره سبك با وزن مولكولي  ،ترمينال آن N ناحيه
نسـان در اثـر   ا .)3( كه در بردارنده بخـش آنزيمـي توكسـين اسـت    

مصرف آب و مواد غذايي آلوده به سم، به بيماري بوتوليسم مبـتلا  
مسـموميت   هـاي  شـكل اين بيمـاري بـه طـور طبيعـي بـه      . گردد مي

احتمال  .نمايد اي تظاهر مي غذايي، بوتوليسم زخم و بوتوليسم روده
انتقال فرم استنشاقي بيماري، در پي كاربردهـاي بيوتروريسـتي نيـز    

   .)4( وجود دارد
حـال حاضـر    هاي علمـي منتشرشـده، در   توجه به گزارش با

ــلاش  ــده ت ــم، تهيــه      عم ــه بوتوليس ــاي پژوهشــگران در زمين ه
عليـه سـم   ) Polyvalent(نوتركيب چنـد ظرفيتـي   هاي  واكسن

  پــروتئين كــه مطالعــات اخيــر نشــان داده اســت  .)5-7( باشــد مــي
كيلودالتــوني واقــع در انتهــاي كربوكســيل زنجيــره ســنگين   50

) A )BoNT/A-Hcنوروتوكسين كلستريديوم بوتولينوم تيـپ  
هـاي عصـبي را بـر     كه وظيفه اتصال توكسـين بـه غشـاي سـلول    

بـــالايي در تحريـــك سيســـتم ايمنـــي از قابليـــت  ،عهــده دارد 
بيشـتر تحقيقـات در زمينـه توليـد واكسـن      . باشـد  برخوردار مـي 

نوتركيب عليه بوتوليسم روي ايـن بخـش از توكسـين متمركـز     
بادي بر عليه آن مانع از اتصـال   تا بتوان با توليد آنتي ،شده است

و بـدين طريـق از    دهاي سطح سلولي ش اوليه توكسين به گيرنده
به همـين دليـل بيـان    . ورود سم به داخل سلول جلوگيري گردد

هاي مختلف پروكـاريوتي و   ژن اين قطعه از توكسين در سيستم
هـاي   جا كه كدون از آن .)8، 9( باشد يوكاريوتي مورد توجه مي

كلستريديوم غني از بازهـاي آدنـين و    اسيدهاي آمينهكننده كد
اشزشيا ( E. coliهاي كلستريديوم، در  بيان ژن ،باشند تيمين مي

هـاي مختلفـي    در نتيجه محققـين روش  .)4( باشد پايين مي) كلي
   .انـــــد بـــــراي حـــــل ايـــــن مشـــــكل اتخـــــاذ كـــــرده     

ــن   يكــي از ايــن روش .)8-5 ،10( هــا كــه در حقيقــت هــدف اي
   اســتفاده از روش كشــت بــا تــراكم ســلولي بــالا بــود،پــژوهش 

)High cell density cultivation ( اسـت )مفهـوم ايـن    .)11
فرايند توليد بيشترين محصول در واحد حجم در كمترين زمـان  

  . دهي محصول است افزايش بهره وممكن 

  ها مواد و روش
 E. Coli BL21در اين مطالعـه تجربـي از سـويه باكتريـايي    

(DE3)  به عنوان ميزبان و پلاسميد نوتركيبPET28a  به عنوان
ــتفاده   ــده اسـ ــل ژن كدكننـ ــدحامـ ــواژن  شـ ــركت نـ ــه از شـ  كـ

)Novagen (خريداري شده بودند )در ساختار ايـن پلاسـميد    .)5
بيوتيك كاناميسين به عنـوان نشـانگر انتخـابي     ژن مقاومت به آنتي

و  lac، اپراتور T7 حاوي پروموتر ،ن پلاسميدهمچني. وجود دارد
   IPTGبـــــود كـــــه القـــــاي آن توســـــط  lacIژن تنظيمـــــي 

)Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside ( ــام انجـــ
به ) Fermentasشركت ( IPTGهاي مختلف  از غلظت. پذيرفت

ميكروگرم در ليتـر كانامايسـين    30عنوان القاكننده و غلظت نهايي 
  .بيوتيك استفاده شد به عنوان آنتي) Fermentasشركت (

فرمانتور مورد استفاده در اين تحقيق، فرمـانتور نيوبرونسـويك   
)New brunswick (  3000مدل بـايوفلو )Bioflo 3000 ( بـود .

، )Batch(هـاي ناپيوسـته    اين فرمانتور توانايي انجام عمليات كشت
) Continues(، پيوسته )Fed-batch(شده  دهي ناپيوسته خوراك

هـاي   باشـد و مجهـز بـه سيسـتم     و همچنين كشت بافت را دارا مـي 
ــراي دمــا،  كنتــرل ، اكســيژن محلــول، كنتــرل كــف،  pHكننــده ب
  .دهي و دور همزن است هاي خوراك پمپ

بـا   )5( )1 جـدول شـماره  (شده  اصلاح M9از محيط كشت 
تركيب شيميايي مشخص براي كشت ناپيوسـته و ناپيوسـته غيـر    

  . شده، استفاده شد دهي مداوم خوراك
ليتـر محـيط كشـت، همـه تركيبـات       ميلـي  2000براي تهيه 

  محـــيط كشـــت بـــه غيـــر از ســـولفات منيـــزيم و گلـــوكز در  
و درون ظـرف فرمـانتور در    شـد  ليتر آب مقطر حل ميلي 1650
. دقيقـه سـترون شـد    15گـراد بـه مـدت     درجه سانتي 121دماي 

  و ســولفات منيــزيم در  ليتــر  ميلــي 100همچنــين گلــوكز در  
و بـه طـور جداگانـه سـترون     شـد  ليتـر آب مقطـر حـل     ميلي 50

بـا اضـافه   . و پس از خنك شدن به فرمـانتور اضـافه شـد   گرديد 
. ليتـر رسـيد   2ليتر مايه تلقـيح حجـم نهـايي بـه      ميلي 200كردن 

سترون شـده   پيش از آنمقدار كه همچنين محلول عناصر كم 
محـيط كشـت    pH. بود در شرايط سترون به ظرف اضافه شد

 تنظـيم  1/7با آمونيـاك و اسـيد كلريـدريك سـترون در حـد      



 يكل اياشرش يدر باكتر BoNT/A-HC بينوترك نيپروتئ ديتول
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ــد ــه در. گردي ــوراك مرحل ــي  خ ــول ) Feeding(ده از محل
گـرم در ليتـر    30ليتر و سـولفات منيـزيم    گرم در 500گلوكز 

همچنين براي رشد سويه مورد ). 1 جدول شماره(استفاده شد 
 LB و) LB )Lysogeny broth روي پليـت از محـيط   نظر بر

كـه  قابـل ذكـر اسـت    ). 2 جـدول شـماره  (آگار استفاده گرديد 
از  ها بالا بود و اين محيط كليه مواد محيط كشتدرجه خلوص 
  .خريداري شده بودند) Merck, Germany(كمپاني مرك 

  
شده براي رشد باكتري  اصلاح M9شده  محيط كشت بهينه :1 شماره جدول

محلول خوراك  كلي نوتركيب در مقياس فلاسك و فرمانتور و اشرشيا
  شده دهي شده در كشت ناپيوسته خوراك استفاده

 ييايميماده ش
 وستهيكشت فلاسك و ناپ

 )تريل درگرم (

 خوراكمحلول
 )تريل در گرم(

 500 0/15 گلوكز

MgSO4.7 H2O 0/4 30 

(NH4)2SO4 5/3  

K2HPO4 0/30  

KH2PO4 0/15  

  0/2 اسيد سيتريك

گرم (محلول عناصر كمياب 
)*HClمول اسيد  1در ليتر در 

5/1   

  

 ،MnCl2.4H2O تريل در گرم FeSo4.7H2O، 2 تريل در گرم 8/2: شامل* 
  ،CaCl2.2H2O تريل در گرم CoSO4.7H2O، 5/1 تريل در گرم 8/2
  ZnSO4.7H2O تريل در گرم CuCl2.2H2O، 3/0 تريل در گرم 2/0
  

مايع و جامد براي رشد باكتري  LBتركيب محيط كشت  :2جدول شماره 
  كلي اشرشيا

 LB طيمح
  )تريگرم در ل(ماده 

 جامد عيما

 10 10 تريپتون
 5 5  عصاره مخمر
 10 10 نمك طعام

 15 _ آگار
  

ميزان گلوكز موجود در محيط كشت توسط كيـت و طبـق   
ــال  ــتورالعمل ارسـ ــزيم    دسـ ــيم آنـ ــركت شـ ــط شـ ــده توسـ   شـ

)Chem Enzyme (ميزان گلـوكز در محـيط   . گيري شد اندازه
تخمير، به طور مرتب در فواصل زماني يك ساعت با استفاده از 

ليتـر از محـيط    براي اين كـار يـك ميلـي   . گيري شد كيت اندازه
دور در دقيقــه بــه  10000( شــد كشــت تخميرشــده ســانتريفيوژ

و محلول رويي براي سـنجش گلـوكز اسـتفاده    ) دقيقه 10مدت 
 . نانومتر محاسبه گرديد 500ها در  جذب نمونه. شد

بعد از بررسي نمودار رشد باكتري براي تعيين شرايط بهينـه  
 Taguchiو افزايش بـازدهي توليـد محصـول از روش آمـاري     

بـراي بررسـي    L4در اين روش از آرايه متعامد  .)5( ده شداستفا
و  5/4(القا در دو سـطح   )OD )Optical density فاكتورهاي

 4بــا ) مــولار ميلــي 1و  5/0(در دو ســطح  IPTG و غلظـت ) 10
در ). 3 جـدول شـماره  (تركيب آزمايشـي مسـتقل اسـتفاده شـد     

شده اسـتفاده شـد و    بهينه M9ها از همان محيط كشت  آزمايش
شرايط به غير از فاكتورهـاي مـورد نظـر، ثابـت و يكسـان نگـه       

هـا بـه    بعد از انجام آزمايشات و تجزيه و تحليـل داده . داشته شد
ورد مطالعــه ، متغيرهــاي مــ4نســخه  Qulitekافــزار  كمــك نــرم

  .سازي شدند بهينه
  

شده و  همراه فاكتورهاي بررسيه شده ب هاي طراحي آزمايش :3جدول شماره 
 OD  سازي كلي براي بهينه ها در كشت ناپيوسته باكتري اشريشيا سطوح آن

 BoNT/A-Hcبه منظور بيان پروتئين نوتركيب  IPTGو غلظت شده القا

 فاكتور
 القا OD  شيشماره آزما

  IPTGغلظت
 )مولار يليم(

1 5/4  5/0  
2 5/4  0/1  
3 0/10  5/0  
4 0/10  0/1  
  

ظرف فرمانتور حاوي محيط كشت سترون به روي فرمانتور 
 ،ســاعت بــراي پلاريــزه شــدن 8و ســپس بــه مــدت شــد نصــب 
سـپس بـا تنظـيم    . گر اكسيژن محلول فرمانتور روشـن شـد   حس

دور  500گراد، دور همزن  درجه سانتي 37دما (شرايط عملياتي 
، )pH = 1/7 درصـد و  40ر دقيقه و درصـد اكسـيژن محلـول    د

مايه تلقيح در شرايط سترون به فرمانتور اضـافه شـد و فرمـانتور    
  . شروع به كار كرد

pH      ــوم ــول آمونيـ ــار محلـ ــزودن خودكـ ــا افـ ــر بـ   تخميـ
كنتــرل  1/7در ) درصــد 25(و اســيد كلريــدريك ) درصــد 25(

ــا   40ميــزان اكســيژن محلــول در . شــد درصــد غلظــت اشــباع ب
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زدن بين دو حد پايين و بالا حفـظ   تغييرات خودكار سرعت هم
زدن داراي حداقل سرعت چـرخش   در حد پايين، دور هم. شد

ر ديـك ليتـر   (چون در فرمانتور سـرعت هـوادهي   . انتخاب شد
ش رشد سلولي كاهش ثابت بود، اكسيژن محلول با افزاي) دقيقه

شـده سـبب    تر آمدن اكسيژن محلول از نقطـه تنظـيم   پايين. افتي
شـده   زدن تـا بـالاترين حـد تنظـيم     افزايش خودكار سرعت هـم 

زدن جوابگـوي   در صورتي كـه بـالاترين سـرعت هـم    . گرديد
ليتـر   3زدن تا  سرعت هم ،شده اكسيژن محلول نبود ميزان تنظيم

چه سيستم دچار كمبود  يت چناندر نها. در دقيقه افزايش يافت
، مخلـوطي از هـوا و اكسـيژن بـه فرمـانتور تزريـق       بـود اكسيژن 
ــد ــيليكون    . گردي ــزودن س ــا اف ــانتور ب ــده در فرم كــف توليدش
ــراي القــاي كشــت در فرمــانتور از  . شــده كنتــرل شــد  ســترون ب
هـاي مشـخص   ODدر  IPTGمـولار   ميلـي  1و  5/0هاي  غلظت

ــد) 10و  5/4( ــتفاده گردي ــزايش  ات. اس ــق اف ــد از طري ــام فراين م
به دليل اتمـام منبـع كـربن و كـاهش مصـرف      (اكسيژن محلول 

به دليل مصرف منابع نيتروژنـي  ( pHيا ) اكسيژن توسط باكتري
مشـخص شـد و در   ) به جاي كربني و توليد تركيبات آمونيومي

   .)11 ،12( اين شرايط فرايند خاتمه داده شد
ــته     ــالا از كشــت ناپيوس ــلولي ب ــيته س ــه دانس ــتيابي ب ــراي دس ب

دهـي نمـايي در حجـم ثابـت      شده با روش خـوراك  دهي خوراك
در اين روش با اتمام منبع كربن و اتمام كشـت  . كشت استفاده شد
. شده آغاز گرديد بيني دهي بر اساس مقدار پيش ناپيوسته، خوراك

طول فراينـد بـا افـزايش نمـايي تـوده سـلولي، ميـزان خـوراك          در
  .)13( ورودي به فرمانتور نيز به صورت نمايي افزايش يافت

به منظور محاسبه ميزان بيان پروتئين نوتركيب از دو پارامتر 
ميزان غلظت كل پروتئين محلول موجود در نمونه و درصد باند 

لـول كـل   ميـزان پـروتئين مح  . اسـتفاده شـد  ، پروتئين مورد نظـر 
بـراي  . )14( محاسبه شد Bradfordسنجي  توسط روش پروتئين

محاسبه درصد باند پروتئين نوتركيـب نسـبت بـه كـل بانـدهاي      
ــيتومتري ژل  ــي از روش دانس ــورز توســط   پروتئين ــاي الكتروف ه

استفاده ) Pharmacia,Bromma,Sweden(دستگاه فارماسيا 
بـه  در اين روش سطح زير منحنـي بانـد مـورد نظـر نسـبت      . شد

هاي محلول موجود در نمونه بـه   سطوح زير منحني كل پروتئين

از ضرب غلظت كل پـروتئين و درصـد بانـد مـورد     . دست آمد
گرم پروتئين نوتركيب هدف محلـول در فضـاي    نظر ميزان ميلي

  .)4، 5، 14( سيتوپلاسمي محاسبه شد
  

  ها يافته
نتايج حاصـل از بررسـي رشـد بـاكتري نوتركيـب در كشـت       

 3حدود  ODساعت و در  4ناپيوسته نشان داد كه باكتري پس از 
سـاعت از   7همچنين پس از . در ابتداي فاز لگاريتمي قرار گرفت

. شروع فرايند، منبع كربن تمام شد و رشد باكتري متوقف گرديد
ايش رشـد  سـاعت از كشـت بـاكتري و بـا افـز      4پس از گذشـت  

تـرين حـد    سلولي ميزان اكسيژن محلول كاهش يافت و بـه پـايين  
زدن نيز  در اين شرايط دور هم .درصد اشباع رسيد 40خود يعني 

  ). 1 نمودار شماره(در حداكثر بود 
سـاعت از   6تـا   4دهد كـه در زمـان    نشان مي 1 نمودار شماره

زدن نيــز جوابگــوي رشــد  شــروع فراينــد، بــالاترين ســرعت هــم
يعنـي كمتـرين    درصد 40لولي نبود و ميزان اكسيژن محلول در س

سـاعت بعـد از شـروع     6(در نهايـت در ايـن زمـان    . حد خود بود
صـورت  ه به سبب جلوگيري از كمبود اكسيژن، اكسيژن ب) فرايند

  .دستي به فرمانتور تزريق گرديد
سازي متغيرهاي زمـان   پس از انجام آزمايشات مربوط به بهينه

، Taguchiبـه كمـك روش آمـاري     IPTGالقا و مقدار غلظت 
 تعيين غلظت پروتئين نوتركيب و تجزيه و تحليل نتـايج نشـان داد  

و غلظـت يـك   ) درصـد  2/43داراي اهميـت  ( 10برابـر   ODكه 
ــي ــولار  ميل ــت ( IPTGم ــد 8/56داراي اهمي ــان  ) درص ــراي بي ب

 .ت ناپيوسته بهينه استدر كش BoNT/A-Hcپروتئين نوتركيب 
 BoNT/A-Hcگرم پـروتئين نوتركيـب    ميلي 62در شرايط بهينه 

  ).4 جدول شماره(به ازاي يك ليتر محيط كشت حاصل گرديد 
ــالا از كشــت ناپيوســته    ــه دانســيته ســلولي ب ــراي دســتيابي ب ب

دهـي نمـايي در حجـم ثابـت      شده با روش خوراك دهي خوراك
در اين روش با خاتمه يافتن كشـت ناپيوسـته،   . كشت استفاده شد

 در طـول . شـده آغـاز شـد    بيني دهي بر اساس مقدار پيش خوراك
  فرايند بـا افـزايش نمـايي تـوده سـلولي، ميـزان خـوراك ورودي       
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  محلول در كشت ناپيوسته فرمانتورو درصد اكسيژن  كلي نمودار رشد سلولي باكتري اشرشيا: 1 نمودار شماره

  
كلي براي  هاي كشت ناپيوسته باكتري اشريشيا نتايج آزمايش :4جدول شماره 
  در فرمانتور به منظور IPTGو غلظت شده القاOD  سازي بهينه

  BoNT/A-Hcبيان پروتئين نوتركيب 

  شيشماره آزما
BoNT/A-Hc نيپروتئ نيشتريب

  يتوپلاسميس يمحلول در فضا
 )تريلدر گرم يليم(

نيپروتئزانيم
 يسلول كل محلول

 )تريلدرگرميليم(
1 0/0 240 
2 2/38 470 
3 3/34 380 
4 4/62 520 

  
به فرمانتور نيز به صورت نمايي افزايش يافت بـه طـوري كـه    

 15بعـد از  . كنتـرل شـد   2/0سرعت رشد ويـژه بـاكتري كمتـر از    

رسيد و با غلظت يـك   100كشت به  ODساعت از شروع فرايند 
بعد از القا سرعت رشد ويـژه بـاكتري   . القا شد IPTGمولار  ميلي

 ،فراينـد  يسـاعت زمـان بعـد از القـا     4و با گذشـت   يافت كاهش
هـاي بعـد از    آميـد نمونـه   اكريـل  الكتروفورز ژل پلي. خاتمه يافت

و روش ) 1 تصـوير شـماره  ( SDS-PAGE القا، دانسيتومتري ژل
ــروتئين ــروتئين    پ ــورد نشــان داد كــه مقــدار توليــد پ ســنجي برادف

محلــول در فضــاي سيتوپلاســمي در  BoNT/A-Hcنوتركيــب  
، 341، 171سـاعت بعـد از القـا بـه ترتيـب       4و  3، 2، 1هـاي   زمان
بيشترين ميزان بيان مربوط به  وگرم در ليتر است  ميلي 410و  486

  .عد از القا بودنمونه ساعت سوم ب
  

  

  
   BoNT/A-Hcكيلودالتوني  50درصد مربوط به بررسي بيان پروتئين نوتركيب  SDS-PAGE ،5/12تصوير ژل  :1 شماره تصوير

  القا، از نمونه قبل 6ستون . ليتري 2شده در فرمانتور  دهي كلي نوتركيب در كشت ناپيوسته خوراك در سويه اشرشيا
  هستند ساعت بعد از القا 4تا  1هاي  به ترتيب نمونه زمان 5و  4، 3، 2كيلودالتوني و ستون 50پروتئين استاندارد  1ستون 
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  هاي مختلف فلاسك، ناپيوسته و ناپيوسته در كشت BoNT/A-Hc هاي فرايند توليد پروتئين نوتركيب مقايسه شاخص :5 شمارهجدول 
  كلي شده باكتري اشريشيا دهي خوراك 

  شده يده خوراك وستهيكشت ناپ  وستهيكشت ناپ فلاسك  عنوان
  5/188  0/15 0/15 )گرم در ليتر(فرايندشده در مصرف مقدارگلوكز

  0/100  0/13 5/3 دانسيته نوري در پايان فرايند
  0/50  5/6 75/1 )گرم در ليتر(دانسيته سلولي در پايان فرايند

  0/21  0/12 0/18  )ساعت(زمان فرايند 
  0/486  0/62 0/52 )گرم در ليترميلي(محلول در فضاي سيتوپلاسمي BoNT/A-Hcغلظت 
  1/23  1/5 8/2 )گرم در ليتر در ساعتميلي(پروتئين  دهي حجمي بهره

  
هـاي فلاسـك،    دهـي حجمـي در كشـت    همچنين ميزان بهره

 1/23و  1/5، 8/2شده، به ترتيب  دهي ناپيوسته و ناپيوسته خوراك
  ).5 جدول شماره(بود 

  
  بحث

ــا ســويه   و  E. coli BL21 (DE3)در تحقيــق حاضــر ب
در محــيط كشــت   IPTGتحــت القــاي   pET28a پلاســميد

ــه ــده بهين ــدار  M9 ش ــي 486مق ــب    ميل ــروتئين نوتركي ــرم پ گ
BoNT/A-Hc  ساعت حاصل گرديد 21در فرايندي به مدت .

ــته       ــت ناپيوس ــا كش ــان داد ب ــق نش ــن تحقي ــايج حاصــل از اي نت
توان به ميزان بالايي  سلولي بالا ميشده و با تراكم  دهي خوراك

كـه تفـاوت بـين     از محصول نوتركيب دست يافـت بـه طـوري   
دهــي حجمــي در كشــت ناپيوســته و ناپيوســته      ميــزان بهــره 

  .شده قابل توجه بود دهي خوراك
هـاي   هـا و تـلاش   مـيلادي مطالعـه   1940اولين بـار در دهـه   

يد، يكسـو هاي متداول تهيه تو زيادي براي توليد واكسن با روش
آور بوتوليسـم مـورد توجـه قـرار      براي مقابله بـا بيمـاري مـرگ   

هاي اخير زيست فنـاوري و مهندسـي    با پيشرفت .)1 ،15( گرفت
هــاي نســل جديــد  گــرايش بــه ســمت توليــد واكســن ژنتيــك،

. اسـت  بر ضد بوتوليسم به وجود آمـده  ) هاي نوتركيب واكسن(
عدم نياز بـه امكانـات و فضـاهاي    هاي نوتركيب به دليل  واكسن
ــاكتري     آزما ــالاي ب ــادير ب ــه كشــت مق ــاز ب ــدم ني ــگاهي، ع يش

اســتفاده از مــواد شــيميايي مضــر عــدم كلســتريديوم بوتولينــوم، 
سـازي و كـاهش    جهت توليد واكسـن، تسـهيل مراحـل خـالص    

  يدي يهـاي توكسـو   هاي ناخواسته نسبت به واكسـن  بروز واكنش

   .)4، 8، 15( برتري دارند
بــا توجــه بــه مكانيســم مولكــولي عملكــرد توكســين، نقطــه 

هـاي   آغازين سـير مراحـل بيمـاري، اتصـال توكسـين بـه سـلول       
هـا   بيشتر مطالعه. باشد هدف در محل اتصال اعصاب و عضله مي
روي بخـش   بـادي بـر   در زمينه توليد واكسن نوتركيـب و آنتـي  

بادي  تا بتوان با توليد آنتي اند متمركز شده توكسين دهنده اتصال
بر عليه اين بخش مانع از اتصال اوليه توكسين به گيرنـده سـطح   
سلولي شد و بدين طريق از ورود سم به داخل سلول جلوگيري 

  .)1، 2، 5، 7( كرد
مطالعات نشان داده است پروتئين انتهاي كربوكسيل زنجيره 

هاي  سنگين نوروتوكسين كلستريديوم بوتولينوم داراي شاخص
ژنيك است و از قابليت بالايي در تحريـك سيسـتم ايمنـي     آنتي

زايي آن در حيوانـات آزمايشـگاهي    باشد و ايمني برخوردار مي
ولـي يكـي از مشـكلات بـراي توليـد       ،)2( شـده اسـت  نيز تأييد 

واكســن نوتركيــب عليــه ايــن قطعــه، ميــزان كــم بيــان پــروتئين  
زيرا ژن اين قطعـه غنـي از    ،ياني استهاي ب نوتركيب در سيستم

و همكـاران موفـق شـدند     Yu .)4، 5( اسـت  ATنوكلئوتيدهاي 
گرم بـه ازاي يـك ليتـر محـيط كشـت از همـين        ميلي 30مقدار 

ــد  ــد كنن ــروتئين نوتركيــب تولي ــين .)16( پ در مطالعــات  ،همچن
بيشـترين ميـزان    ،)5( و همكارانو ياري  )15( فاطمي و همكاران

گرم به ازاي يـك ليتـر محـيط     ميلي 52توليد پروتئين نوتركيب 
شده در  از ديگر مطالعات انجام. كلي بود كشت باكتري اشرشيا

و همكـاران اشـاره كـرد     منصـور به نتايج  توان اين خصوص مي
گرم در ليتر از پروتئين نوتركيـب   ميلي 40كه موفق شدند ميزان 

بخشــي از ناحيــه كربوكســيليك زنجيــره ســنگين نوروتوكســين 
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. )17( كلي توليـد نماينـد   در باكتري اشريشيا Eكلستريديم تيپ 
 اشرشـيا هاي نوتركيب در باكتري  به منظور افزايش بيان پروتئين

كلي، محققـين از روش كشـت بـا تـراكم سـلولي بـالا اسـتفاده        
هاي درون سلولي بـا   دهي كلي پروتئين كنند كه افزايش بهره مي

هاي  اگر چه از سال .)18( آيد افزايش تراكم سلولي به دست مي
ميلادي مراحل كشت باكتري جهت توليد انبـوه   1970تا  1960

تخلـيص توكسـين و تبـديل آن بـه يـك       توكسين كلستريديوم،
، ولـي تـاكنون   )1، 3، 19، 20( يدي انجام گرفتيفرآورده توكسو

هاي غير سمي توكسـين   هيچ گزارشي مبني بر توليد انبوه بخش
هـر چنـد تحقيقـات زيـادي در مـورد بيـان       . دريافت نشده است

 هـاي مختلـف از جملـه اشريشـيا     هاي غير سمي در ميزبان بخش
هــاي بيــاني  و حتــي سيســتم Pichia pastoris كلــي و مخمــر

ولـي هـدف از ايـن     اسـت  هاي حشرات صورت گرفتـه  ويروس
هـا بـر    هاي مولكولي تأثير اين بخـش  مطالعات شناخت مكانيسم

   .)2-7( ها بوده است زايي آن سيستم عصبي و بررسي ايمني
در مقايسه با مطالعات ديگر، در اين تحقيق كه توليد بخـش  
كربوكسيليك زنجيره سنگين نوروتوكسين بـا اسـتفاده از روش   

شـود،   كشت با تراكم سلولي بالا بـراي اولـين بـار گـزارش مـي     
ــروتئين       ــد پ ــزايش تولي ــراي اف ــاي لازم ب ــد راهكاره ــعي ش س

به ايـن منظـور از   . در نظر گرفته شود BoNT/A-Hc نوتركيب
تجربـه   .اسـتفاده شـد   E. coli BL21(DE3)ميزبان باكتريايي 
ترين ميزبان براي بيـان   كلي عمومي اشريشيا كه نشان داده است

 pET28aهمچنــين از وكتــور . هــاي نوتركيــب اســت پــروتئين
استفاده شد كه قدرتمندترين سيستمي است كه تا حـال حاضـر   

 هاي نوتركيب در اشريشيا سازي و بيان پروتئين انهبه منظور همس
در ايـن تحقيـق بـا توجـه بـه كـاربرد       . كلي طراحي شـده اسـت  

ــب   ــروتئين نوتركيـ ــكي پـ ــي و پزشـ و  BoNT/A-Hc دارويـ
همچنين براي رسـيدن بـه تـراكم سـلولي بـالا از محـيط كشـت        

بــه دليــل مشــخص بــودن تركيــب  )M9 )5شــده  شــيميايي بهينــه
اين مطالعه  شيميايي و قابليت كنترل بهتر غلظت مواد غذايي در

  .استفاده گرديد
اند  پور و همكاران انجام داده در تحقيقات مشابهي كه بابايي

تحـت   pET23aو پلاسـميد   E. coli BL21(DE3)از سـويه  

بــراي بيــان اينترفــرون گامــاي انســاني در محــيط  IPTGالقــاي 
در ايــن تحقيــق بــا . گرديــداســتفاده  ،شــده اصــلاح M9كشــت 

هــاي متغيــر  هــاي مختلــف از جملــه ســرعت انتخــاب اســتراتژي
دهي در شـروع فراينـد و    بيشينه سرعت خوراك(دهي  خوراك

ــوراك   ــرعت خـ ــه سـ ــا   كمينـ ــد از القـ ــي بعـ ــرل ) دهـ و كنتـ
هايي مثل استات و آمونيوم، به تـراكم سـلولي بـالاي     مهاركننده

و  شـد  دسـتيابي ) گرم در ليتر وزن خشك سلولي 115(باكتري 
گرم در ليتر پروتئين اينترفرون گاما در فرايندي بـه مـدت    5/42
در توليـد   ،گـردد  پيشـنهاد مـي   .)13(گرديـد  ساعت توليد  5/16
هاي ديگر بـراي رسـيدن بـه     نعتي اين پروتئين و حتي پروتئينص

هاي مختلـف   تراكم سلولي بالا دقت بيشتري در انتخاب سرعت
هاي  دهي قبل و بعد از القا و همچنين كنترل مهاركننده خوراك

در هـر  . رشد باكتري و بيان پـروتئين نوتركيـب، مبـذول گـردد    
جا كه تاكنون هيچ گزارشي از كشـت بـا تـراكم     از آنصورت 

منتشر نشده است، توليـد   BoNT/A-Hcسلولي بالا براي توليد 
ايــن پــروتئين بــا اســتفاده از ايــن فنــاوري در محــيط كشــت بــا  

تواند گام بزرگي در جهت توليد واكسـن   تركيبات مشخص مي
 . نوتركيب عليه بوتوليسم باشد

ناپيوسـته فرمـانتور    در اين تحقيق رشد باكتري در كشت
و  شــد بررســي M9شــده  و در محــيط كشــت ســاده و بهينــه 

ثير متغيرهـاي زمـان   أت ـ. منحني رشد باكتري مشخص گرديـد 
نيـز   BoNT/A-Hcبر بيان فرم محلـول   IPTGالقا و غلظت 

  مقـدار  نتايج نشـان داد كـه در شـرايط بهينـه     . سازي شد بهينه
بـه ازاي يـك    BoNT/A-Hcگرم پروتئين محلـول   ميلي 62

ــر محــيط كشــت حاصــل  ــد ليت ــت در كشــت  . گردي در نهاي
دانسـيته  (شـده بـا تـراكم سـلولي بـالا       دهـي  ناپيوسته خوراك

گــرم پــروتئين نوتركيــب    ميلــي 486مقــدار ) 100ســلولي 
BoNT/A-Hc     ــر محــيط كشــت حاصــل ــك ليت ــه ازاي ي ب

سـازي شـرايط توليـد ايـن پـروتئين       با توجه بـه بهينـه  . گرديد
مقيــاس آزمايشــگاهي و البتــه نيمــه صــنعتي بــا نوتركيــب در 

هاي با تراكم سـلولي بـالا، پيشـنهاد     استفاده از فناوري كشت
زايي اين پروتئين نوتركيب نيـز مطالعـه    گردد ميزان ايمني مي

) اسـت  در حال بررسي توسط نويسـندگان ايـن مقالـه   (گردد 



  
 و همكاران خيراالله ياري  
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 پژوهشي

تا بتوان گام بزرگي در جهت توليد واكسـن نوتركيـب عليـه    
  .سم برداشته شودبوتولي
  

  سپاسگزاري
ايــن مطالعــه در پژوهشــگاه ملــي مهندســي ژنتيــك و زيســت 

ــال      ــي س ــري در ط ــنايع تخمي ــروه ص ــران، گ ــاوري ته ــاي فن   ه

كننـده مـالي    حمايـت . انجام گرفت 3409 شماره به 1387- 1389
. ودب ـبهداشـت، درمـان و آمـوزش پزشـكي     اين تحقيـق، وزارت  

هـاي علمـي و    دانند از راهنمايي نويسندگان مقاله بر خود لازم مي
هاي همكاران محترم گروه صنايع تخميـري پژوهشـگاه    مساعدت

ملي مهندسي ژنتيـك و زيسـت فنـاوري، بـه ويـژه جنـاب آقـاي        
  . مهندس حسن حبيب قمي، صميمانه تشكر و قدرداني نمايند
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