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 ي RNA يلهيبه وس poxBو  ackA  ،ptaيهااثرات مهار ژن يمطالعه و بررس

 يکلاايشياشر يدر باکتر بينوترک يبتا نترفرونيا انيترشح استات و ب يسنس رويآنت

 

 )Ph.D(*2و1مروت  نيحسمحمد
 راز، ايراني، شرازيش يدانشگاه علوم پزشک ،ييعلوم دارو قاتيمرکز تحق -1

  راز، ايراني، شرازيش يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده داروساز ،ييدارو يوتکنولوژيگروه ب -2

 ده يچك
 ديشود. توليمحسوب م ييدارو بينوترک يهانيپروتئ ديتول يبرا ييايباکتر ستميس نيترجياز را يکي يکلاايشياشر هدف:

رود. ي. کلاي به شمار ميبر سر راه استفاده از ا يمانع ،يجانب يمحصول ناخواسته کي)استات( به عنوان  کياست دياز حد اس شيب
 .سنس استفاده شديآنت يبر فناور يمبتن کيمتابول يروش مهندس کياستات، از  يفحل مشکل ترشح اضا يپژوهش، برا نيدر ا

 هيسنس بر عليو سه قطعه آنت يانسان يبتا بينوترک نترفرونيکننده اکد يتوال يحاو بينوترک ديپلاسم کيها: مواد و روش
 انيو ب يسلول يولوژيزيشده توسط آن بر ف جاديشد. اثرات ا يطراح دازياکس رواتيو پ لازيفسفوترانس است ناز،ياستات ک يهاژن

 .شد يبررس يلا. کيا يباکتر بتا و غلظت استات در نترفرونيا
تر شده کنترل کم يهيبا سو سهيمقاسنس در يقطعات آنت يحاو يهيشده در سو يريگهدف يهاژن mRNAغلظت  ها:يافته

 ينامطلوب ريسنس تاثيآنت RNAقطعات  انيبود. ب افتهيکشت کاهش  طيسنس، غلظت استات در محيآنت يبود. با استفاده از فناور
سنس يآنت يکنترل شده با فناور يهيدر سو بينوترک يبتا نترفرونيمقدار ا ينهيشينکرد. به علاوه، ب جاديا يبر روند رشد سلول

 .تر شده بودشيکنترل ب يهيبا سو سهيدر مقا
 يبود. فناور زيآمتيموفق ي. کلاياستات در ا يچرخه کيمتابول يسنس به منظور مهندسيآنت ياستفاده از فناور گيري:نتيجه

 .باشديرا دارا م ،ييدارو بينوترک نيپروتئ ريسا ديتول يبه کار گرفته شدن برا تيپژوهش، قابل نيشده در ا فيتوص
  

 بتا نترفرونيسنس، ايآنت ياستات، فناور ب،ينوترک نيپروتئ ،ي. کلاياهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 يهاستميدر اغلب س يعملکرد يهاها مولکولنيپروتئ

و  ييايميش يهاواکنش يدر تمام باًيبوده و تقر يستيز
موجود بر سر راه  يهانقش دارند. چالش يستيز يهانديفرآ
مورد  تيفيو ک اسيدر مق ب،ينوترک ييدارو يهانيپروتئ ديتول

منجر  يرو تجا يدرمان ،يشيگوناگون آزما يهاکاربرد يبرا ازين
 يهانيپروتئ ديتول يگوناگون برا ييهاوهيش يبه توسعه

 [.1هترولوگ شده است ]
محصول  کي ديتول يبرا زبانيکه به عنوان م ييهاسلول

کار  دهيچيو پ قيدق يروند، به شکليبه کار م ييدارو بينوترک
و انتقال محصول به اندامک مربوطه با حفظ  ديکنند تا توليم

که  ييهاسامانه ترشي[. در ب2] رديآن انجام گ يعملکرد تيفعال
 بينوترک يداروها ديتول يبرا يوتکنولوژيب نديفرآ کيدر 

شود يبهره برده م يسلول اي سميروند، از ارگانيبه کار م ينيپروتئ
 يهترولوگ مهندس يهانيپروتئ ديتول يخاص برا يکه به شکل

نقاط قوت و ضعف مربوط به خود  يانيب ستمي[. هر س3اند ]شده
 يانيب ستميس کياز انتخاب  شيپ يستيموارد با نيرا دارد که ا
 يبرا يانيب ستميس کيانتخاب  يهااري. معرنديگ رارمورد توجه ق

 ،يستيو ز ييايميوشيشامل خواص ب بينوترک نيپروتئ کي ديتول
و  نهيهز اس،يمق ريپروژه نظ يهايمندازيمورد نظر و ن نيپروتئ

 [.4باشند ]يمورد نظر آن م يهاکاربرد
 ديتول يبرا ييايباکتر ستميس نيترجيرا يکلاايشياشر

 سميکروارگانيم نيشود. ايهترولوگ محسوب م يهانيپروتئ
 يکه بر رو يرود و مطالعات فراوانيمدل به شمار م ستميس کي

 ياز اطلاعات را درباره ياريآن صورت گرفته است حجم بس
 يسلول يهانيعملکرد پروتئ يو چگونگ يميتنظ يهاسميمکان

کشت  ،يکيژنت يهاي[. سهولت دستورز5آن فراهم کرده است ]
 بينوترک نيشدن پروتئ ديتول ع،يسر انيآن، ب متيارزان ق باً يتقر

تابوليکي شناخته روزه، مسيرهاي م کي يدوره کيدر طول 
مله هاي تخميري و شرايط کشت آن از جشده و توسعه روش

 3/9/1398 تاريخ پذيرش:       14/4/1398تاريخ دريافت:     mhmorowvat@sums.ac.ir      071-  36268927  تلفن:نويسنده مسئول،  *

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ko

om
es

h.
22

.3
.5

05
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 k
oo

m
es

hj
ou

rn
al

.s
em

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
8-

05
 ]

 

                             1 / 14

http://dx.doi.org/10.29252/koomesh.22.3.505
https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-5766-fa.html


  1399تابستان (، 79 ي)پياپ 3، شماره 22جلد                                  کومش

506 

 

 يانيب ستميس کي نبه عنوا يباکتر نياستفاده از ا يايمزا
 [.6باشند ]يم

 ايبزرگ و  يهانيپروتئ ديدر تول ييمقابل عدم توانا در
شدن به صورت  ديتول ايها و نشدن آن انيب ليبه دل ييغشا

در انجام اصلاحات  يي، عدم توانامحلولنا يونياجسام انکلوز
 کي ديتول يکه برا ونيلاسيکوزيگل رينظ يابعد از ترجمه

 يضرور يستيو فعال از نظر ز حيصح يبا تا خوردگ نيپروتئ
[، آلوده بودن 8ها با بازده اندک ]نيپروتئ يبرخ دي[، تول7است ]

 اني[، مشکل در ب9] ييايباکتر نيشده به اندوتوکس ديمحصول تول
باشند يم يديسولف يد يهاباند يکه حاو ييهانيپروتئ

)استات( به  کياست دياس ديتر از همه تولو معروف [11،10]
 ديبر تول ياريمطلوب بساثرات نا هک يمحصول جانب کيعنوان 

. کلاي در يبر سر راه استفاده از ا يکند، موانعيم جاديمحصول ا
 .رونديبه شمار م ينيپروتئ بينوترک يداروها ديتول

 ريمقاد يحاو يکشت طيمح يبه رو ي. کلايکشت دادن ا با
 رد،يانجام گ يبه خوب يکه هواده يدر صورت يگلوکز، حت اديز

 ستميکه به شکل گلوکز وارد س يکربن انيدرصد از جر 30-10
 دهيپد نيگردد. به ايخارج م طيشده است در قالب استات از مح

 استات شدن زيسر ر ايو  (Crabtree effect) ياثر کربتر

(Acetate overflow) [12،13 ]شده  دي. استات تولنديگويم
و  کيتيکوليگل يهاچرخه انيجر نياز عدم تعادل ب يناش
در  يشده حت دي[. استات تول13است ] دياس کيليکربوکسيتر

مهار  ،يافتادن رشد سلول ريباعث به تاخ تر،يگرم بر ل 0.5غلظت 
در  ليدخ يهاکوفاکتور يابيمحصول، تداخل در باز ليتشک

 يهاميکوآنز ريرشد سلول )نظ ميو تنظ يحفظ هومئوستاز سلول
 نديتر شدن زمان فراي(، طولانليدريآ سولف ميو کوآنز يياياح

توانست يکه م ياز منبع کربن يو از دست رفتن بخش ريتخم
گردد. به يمحصول مورد نظر شود، م اي يستيز يبه توده ليتبد

مداخله کرده و باعث تجمع  نيونيمت وسنتزيعلاوه استات در ب
 [.15،14شود ]يم نيستئيمطلوب هموسنا

 يکنندهديتول يهاسلول ياستات بر رو يبازدارندگ اثرات
تر ديشد يسلول وحش کيبا  سهيدر مقا بينوترک نيپروتئ کي

تر از ها کمآستانه ترشح استات آن گري[. به عبارت د16است ]
قادر به  ي. کلايا گر،يد يياست. از سو يسلول وحش کي

در  اتباشد، و استيشده م ديکردن استات تول زهيمتابول
 شيباعث افزا ه،يمنبع کربن ثانو کياندک، به عنوان  يهاغلظت

استات از  ريحذف کامل مس نيا[. بنابر17گردد ]يم يرشد سلول
وجود  رايرسد. زيبه نظر نم يمنطق يحذف ژن يهاروش قيطر
 .باشديم يها ضرورسلول ياز استات برا ياندک

سه قطعه  يتوال يحاو بينوترک ديپلاسم کيمطالعه،  نيا در
فسفوترانس  ناز،ياستات ک يکنندهکد يهاژن هيسنس بر عليآنت

در ساخت استات  يکه سه ژن اصل دازياکس رواتيو پ لازياست
(. 1و سنتز شد )شکل  يشوند، طراحيمحسوب م ي. کلايدر ا

 ريرفته و تاث کاربه  کيمتابول يروش مهندس يابيبه منظور ارز
 نترفرونياز ا ب،ينوترک يدارو کي ديتول زانيم يآن بر رو

مدل استفاده شد.  نيپروتئ کيبه عنوان  يانسان يبتا بينوترک
. يا ياز باکتر يوحش يهيو سو بينوترک يهيروند رشد سو

استات  ديتول زانيم نيچن، و همBL21 (DE3) يهيسو يکلا
در  ،يدر فواصل منظم زمان ده،برنام يهيتوسط هر دو نوع سو

 .ديگرد يبررس يتريليليم 500 يشگاهيکشت ارلن آزما طيمح

نمایی ساده شده از مسیر های متابولیکی دخیل در متابولیسم  .۱شکل 

، متشکل از چرخه های الف: گلیکولیز ای. کلایمرکزی کربن و استات در 

 و گلوکونئوؤنز و ب: تشکیل و آسیمیلاسیون استات. 

 
 هامواد و روش

 يمواد شيميايي مورد نياز برا يهيکل :مواد مورد استفاده
 يهاطيمح هيته يلازم برا يپروژه که شامل اجزا نيانجام ا

استفاده شده، مواد لازم براي تهيه ژل  يآل يهاکشت، حلال
 مواد مورد ،يوزن مولکول يهاشناساگر د،يآم لياکريآگارز و پل

باشند، از مي بيوتيکنياز براي الکتروفورز پروتئين و آنتي
 يها چ،يآلدر-گمايرد، س ويهاي، فرمنتاس، مرک، باشرکت

نام  اردمو يهيدانا تهيه شدند. در بق يو شرکت داروساز ا،يمد
دستگاه مورد نظر در  ايماده  يشرکت، شهر و کشور سازنده
 .محل مربوطه آورده شده است

ميزبان استفاده شده براي توليد اينترفرون  :و پلاسميد ميزبان
است که  ي. کلايباکتري ا BL21 (DE3) يانساني، سويه يبتا

 ،NCBI يهاداده گاهيگونه در پا نيا يتاکسونوم يشناسه
 F-ompTبه صورت هيسو نيکامل ا پيباشد. ژنوتيم 469008

 )3) gal dcm (DE-
mB

-
rB( BhsdS متعلق به  هيسو نيباشد. ايم

 کيژنت يمهندس يهاباشد که با روشيم B ي. کلايا يخانوده
 lon پروتئاز يهاد ژنشده است که فاق يورزدست يابه گونه

عدم  ليبه دل نيابوده و بنابر ompT ييو پروتئاز خارج غشا
 شيافزا يبرا ،يپروتئاز يژگيبا و يميآنز يدو دسته نيوجود ا

 [.18] ديآيبه شمار م يمطلوب ينهيها گزنيپروتئ انيب
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 هاي نوترکيب از پلاسميدپروژه براي تهيه سويه نيا در
pET25b(+) يبدون قطعه د،يپلاسم ياستفاده شد. ساختمان کل 

باشد. در قسمت سنتز شده، يجفت باز م 5480 يدارا يسنتز
 يهامربوط به ژن يجفت باز بود، توال 1476که شامل 

شامل  ،ي. کلايمهم در ساخت استات در ا ميسه آنز يکنندهکد
قرار  نازيک رواتيو پ لازيفسفو ترانس است ناز،ياستات ک يهاژن

سنس از پروموتر يکنترل قطعات آنت ي(. برا2داده شد )شکل 
هر سه  انياستفاده شد که به طور مجزا، ب نازياستات ک يذات

کرد. به علاوه ژن يبرده را کنترل مسنس ناميآنت يقطعه
 نيبه عنوان پروتئ يانسان بيرکنوت يبتا نترفرونيا يکنندهکد

 T7 يقرار گرفت و با پروموتر قو ديپلاسم نيمدل هم در ا
باز جفت  6956 يينها يشد. ژن سنتز شده، با اندازه تيهدا

  (+)pET25bکانادا، در درون پلاسميد کيوماتيتوسط شرکت با
گيري صحيح است قرار داده شد که داراي جايگاه برش و جهت

ليوفيليزه تحويل گرفته  DNA از کروگرميم 10و ويال حاوي 
آب مقطر دوبار تقطير  تريکروليم 100شد. به پودر حاصل، 

گراد نگهداري درجه سانتي -20 ياستريل اضافه شده و در دما
 .شد

ها براي نگهداري، تهيه و آزمايش اوليه سويه :کشت محيط
صورت مايع و ه، ب(LB)ي برتان اياز محيط کشت پيچيده لور

جامد استفاده شد. براي جامد کردن اين محيط، از آگار به ميزان 
 تريل کي يهيته يلازم برا يگرم بر ليتر استفاده شد. اجزا 12
مناسب وزن شده و  يترازو يکشت، ابتدا به دقت بر رو طيمح
به  يحل شد. سپس به خوب ريآب دو بار تقط تريليليم 700در 

. سپس ديرس تريل 1حجم آن به  pH ميهم زده شد و پس از تنظ
 .گراد اتوکلاو شديدرجه سانت 121 يدر دما قهيدق 15به مدت 
 هاي پذيرالکردن سلو هيبراي ته :سويه نوترکيب تهيه

(Competent cell)به داخل  بي، و وارد کردن پلاسميد نوترک
مولار و روش شوک حرارتي  2/0سلول ميزبان، از کلريد کلسيم 

که پلاسميد به کار رفته، حاوي ژن ايجاد جائياستفاده شد. از آن
با غلظت  بيوتيکيباشد از اين آنتيسيلين ممقاومت به آمپي

هاي نوترکيب ليتر براي انتخاب سلوليليگرم بر مکرويم 100
 .شداستفاده 

 
 

 
 

 . ساختار کلی سازه ی طراحی شده حاوی قطعات سه گانه ی آنتی سنس و قطعه ی کد کننده ی اینترفرون بتای نوترکیب انسانی۲شکل 
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 :هاو نگهداري سويه سميکروارگانيم ونيکلکس تهيه
تر )بيش از هاي طولانيبراي زمان يو وحش بينوترک يهاسويه

صد در 20حاوي  LB يک هفته تا دو سال( در محيط کشت
گراد و يسانت يدرجه –70 ي( گليسرول در دماي)وزني/حجم

تر از يک هفته( در ها )کمبراي فواصل زماني کوتاه بين آزمايش
جامد  LB گراد و بر روي محيط کشتيسانت يدرجه 4 يدما

 .شدندشده با آگار نگهداري 
 يهاسلول يحاو وبيکروتيم :بينوترک يباکتر کشت

 يمنيا نتيکاب ري( به شکل سترون و در زتريليليم 1.5) بينوترک
کرج،  ز،يساخت شرکت ژال تجه JTLVC2 نوع دو )مدل يستيز
 ي( حاوهي)کشت اول يتريليليم 250ارلن سترون  کي( به رانيا

 100) نيليسيکشت سترون، شامل آمپ طيمح تريليليم 50
 کيشب در  کي(، منتقل شده و به مدت تريليليبر م کروگرميم

( در رانيا راز،يدار )ساخت شرکت پکو، شکريانکوباتور ش
گراد يسانت يدرجه 37 يو دما قهيدور بر دق 160 طيشرا
به شکل  هيکشت اول نياز ا تريليليم کيشد. روز بعد،  يدارنگه

ارلن  کيدو، به  وعن يستيز يمنيا نتيکاب ريسترون و در ز
 تريليليم 100 ي( حاوهي)کشت ثانو يتريليليم 500سترون 

بر  کروگرميم 100) نيليسيکشت سترون، شامل آمپ طيمح
انکوباتور ( منتقل شده و به مدت هشت ساعت در تريليليم
 يدرجه 37 يو دما قهيدور بر دق 160 طيدار در شراکريش

 يهافلاسک کياز ش يريگشد. نمونه يدارگراد نگهيسانت
 يهازيساعته انجام گرفت و آنال کيمربوطه، در فواصل منظم 

 .رفتيها انجام پذآن يبر رو ريز
 يسنجش روند رشد باکتر يبرا :رشد سلول زانيم سنجش

 يوزن خشک سلول يو محاسبه ياز دو روش کدورت سنج
با  ،يروند رشد باکتر ،ياستفاده شد. در روش کدورت سنج

نانومتر، با  600آن در طول موج  ينور يچگال يريگاندازه
منظور  ني. بدديگرد يبررس ينور يسنج فياستفاده از روش ط

ساخت شرکت اپن دورف،  ،يسنج نور فيط دستگاه کياز 
ها ابتدا غلظت، نمونه زانيم يريگاستفاده شد. قبل از اندازه آلمان

جذب مشاهده  زانيشدند تا م قينرمال رق يبا محلول سرم نمک
به  يکشت فاقد باکتر طي. از محرنديقرار گ يخط يفيشده در ط

به  يباکتر رشدسنجش  يعنوان شاهد استفاده شد. به علاوه برا
کشت،  طياز مح تريليليم 5 ،يوزن خشک سلول يروش محاسبه

شد. سپس دو مرتبه توسط  وژيفيسانتر يج 7300 طيدر شرا
( يحجم/يدرصد )وزن 9/0 ديکلرا ميسد کيزواسمتيمحلول ا

درجه  90 يآون با دما کيشسته شد. پس از آن درون 
 يمحاسبه يبرابرسد.  يگراد قرار گرفت تا به وزن ثابتيسانت

مشاهده  يوزن خشک سلول ريمقاد يسلول يژهيشدت رشد و
مشاهده شده در  يشده در هر ساعت از مقدار وزن خشک سلول

به عنوان  ک،يکاسته شده و عدد حاصل بر عدد  نيشيساعت پ
شده و عدد حاصل بر  ميتقس ،يريگنمونه يساعته کيفواصل 

 .ديحسب واحد بر ساعت، گزارش گرد
در طول موج  0/1 يبه تراکم نور دنيپس از رس :انيب يالقا

با  زبانيم يهادر سلول بينوترک نيپروتئ دينانومتر، تول 600
 تيوگالاکتوپيرانوزيد -کي-يد-ايزوپروپيل بتا يافزودن ماده

(IPTG) (با غلظت يتوانيل وس،يلنيساخت شرکت فرمنتاس، و )
از انجام القا  شيپ شت،ک طياز مح يمولار، القا شد. بخشيليم 1

ساعت نخست  يهاشده و نمونه يآورجمع يبه عنوان کنترل منف
شدند. با  يآورمنظم، جمع يفواصل زمان يدر ط زيتا چهارم ن

 قهيدق 10به مدت  ،يج 5000 طيکردن نمونه در شرا وژيفيسانتر
دار خچالي وژيفيسانتر کيگراد در يسانت يدرجه 4 يدر دما
، فرانسه( Blain ، شهرAwel ، ساخت شرکتMF 20-R )مدل
جدا  ييرو عياز ما ،يدر قالب پلت سلول بينوترک يهاسلول
 .شدند

حاصل از  يهاپلت :بينوترک نيپروتئ انيب زانيم يبررس
خالص شده، با بافر  يهانيپروتئ ايو  زبان،يم يباکتر وژيفيسانتر

، pH=8/6مولار، با  150/0 ديکلرا سيتر ينمونه، حاو
 سولفات ليدودس مي(، سديحجم/يدرصد )حجم 10 سروليگل

(SDS)( و درصد 01/0، برومو فنل بلو ،)ولمرکاپتو اتان -2 
 يدرجه 95در آب  قهيدق 10مولار، مخلوط شده و به مدت  0.5
 طيبا شرا قهيدق 2گراد جوشانده شده و سپس به مدت يسانت

 ها در حضور. الکتروفورز نمونهديگرد وژيفيسانتر يج 11000
SDS ژل رفتيانجام پذ يارائه شده توسط لمل يوهيبه ش .

)ژل  ييبالا قسمتدر  درصد4با غلظت  وستهيناپ ديآم لياکريپل
 ينييدر قسمت پا درصد5/17و  (Stacking gel ايکننده متراکم

دستگاه ژل  کي يبر رو (Resolving gel ايکننده )ژل جدا
 وراد،ي، ساخت بMini-PROTEAN مدل ،يالکتروفورز عمود

 يتجار يهااز فرآورده يکيقرار گرفت.  کا،يآمر ا،يفورنيکال
موجود در بازار  لهيکوزيگل ريغ يانسان يبتا بينوترک نترفرونيا

، ساخت )TMZiferon( فرونيز يبا نام تجار رانيا ييدارو
به عنوان کنترل مثبت  ران،يدارو دانش، تهران، ا ستيشرکت ز

ها به ژل يزيآمکار گرفته شد. رنگ مربوطه به زيدر انجام آنال
 ي، انجام گرفت. الگو250بلو آر  انتيليبر يکمک رنگ کوماس

ژل با رنگ  يزيآمکه توسط رنگ ب،ينوترک يتام باکتر نيپروتئ
بلو قابل مشاهده شده بود، به روش  انتيليبر يکوماس

، o52/1  ي، نسخهImageJ افزارتوسط نرم يتومتريدنس
 .و اسکن شد يابيارز کا،يآمر سون،يمد

تام نمونه  نيمقدار پروتئ :يتام سلول نيمقدار پروتئ سنجش
توسط روش برادفورد، که يک روش سريع و حساس براي 

گيري مقادير پروتئين در حدود ميکروگرم محسوب اندازه
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بلو به  انتيليبر يشد. در اين روش کوماس يريگشود، اندازهيم
از  وجپروتئين متصل شده و با اتصال خود موجب تغيير طول م

شود. از ر حداکثر جذب رنگ مينانومتر د 595نانومتر به  465
گيري کمپلکس ومتر اندازهنان 595رو در طول موج اين

، (BSA) يسرم گاو نيشود. از آلبومرنگ انجام مي -پروتئين
ارمشتات، آلمان، به پور، ديليشده از شرکت مرک م يداريخر

با استفاده از  ليبراسيونعنوان استاندارد استفاده شد. منحني کا
تهيه  نياز آلبوم تريليليگرم در مکرويم100تا  10 يهاغلظت

هاي معرف و برادفورد آماده شدند. محلول شد. در ادامه محلول
ليتر اسيد ميلي 100، درصد95ليتر اتانول ميلي 50 يمعرف حاو
 انتيليبر يگرم رنگ کوماسميلي 100، و درصد 88فسفريک 

آب مقطر به يک ليتر رسانده شد.  توسطبلو بود که حجم آن 
 30، درصد 95ليتر الکل ميلي 15 يمحلول برادفورد حاو

ليتر محلول معرف، ميلي 30، درصد 88ليتر اسيدفسفريک ميلي
ا با ليتر آب مقطر بود. در ادامه محلول برادفورد رميلي 425و 

کرده و در شيشه  لتريمتر، فکرويم 0.45با تخلخل  يکاغذ صاف
نگهداري شد )اين محلول چندين هفته قابل  نگاي رقهوه

ميکروليتر نمونه پروتئيني مجهول  به  100استفاده است(. مقدار 
ليتر محلول برادفورد افزوده و کاملاً مخلوط شد. پس يک ميلي

مترخوانده شد. مقدار نانو 595دقيقه جذب در طول موج  از دو
 .شد نييتع يونپروتئين مجهول با استفاده از منحني کاليبراس

گلوکز،  زانيسنجش م يبرا :مصرف گلوکز زانيم سنجش
تهران،  ،يميش ستيساخته شده توسط شرکت ز يميآنز تياز ک

مطابق با دستورالعمل ارائه شده توسط شرکت سازنده،  ران،يا
گرم بر يليم 0/2 ت،يک نيا تيحساس زانياستفاده شد. م

 تريليگرم بر دسيليم 400حد سنجش آن  نهيشيو ب تريليدس
بر روش  يمبتن تيک نيگلوکز در ا يريگباشد. اساس اندازهيم

 (GOD-PAP)فنازون، نويآم يفنل به اضافه/دازيگلوکز اکس

 دازيگلوکز اکس ميآنز ريروش، گلوکز تحت تاث نيباشد. در ايم
همراه  دازيپراکس ميکند که در مجاورت آنزيآزاد م ژنهيآب اکس
را  نيميا نونيکوئ يکمپلکس رنگ نيريپيآنت نويآم-4فنل و 

به عنوان نمونه  يکيمجزا،  شيآزما يدهند. دو لولهيم ليتشک
 تريلکرويکشت و هزار م طيمح ياز نمونه تريلکرويده م ي)حاو

 ايبه عنوان استاندارد  يگريو د( تياز محلول بافر موجود در ک
استاندارد گلوکز  ياز نمونه تريلکرويده م ي)حاو براتوريکال
از محلول بافر موجود در  تريلکرويو هزار م تيدر ک جودمو
 قهيدق 10ها را مخلوط کرده، به مدت شود. لولهيم هي( تهتيک

 25 يدر دما قهيدق 20 ايگراد و يدرجه سانت 37 يماردر بن
درجه انکوبه کرده و جذب نمونه و استاندارد در مقابل بلانک 

از  تريلکرويم زارآب مقطر و ه تريلکرويده م يمعرف )حاو
نانومتر خوانده  500( در طول موج تيمحلول بافر موجود در ک

شود. شدت رنگ حاصل در طول موج ذکر شده متناسب با يم
 شيرت انجام آزمامقدار گلوکز موجود در نمونه است. در صو

رنگ حاصل  يداريباشد، پا ميکه دور از نور مستق يطيدر شرا
 .باشديم قهيدق 60

استات  زانيسنجش م يبرا :ترشح استات زانيم سنجش
ساخته شده توسط شرکت  يميآنز تياز ک ط،يترشح شده به مح

، مطابق با K-ACETAK با کد رلند،يا کلو،يو م،يمگازا
توسط شرکت سازنده، استفاده شد. در دستورالعمل ارائه شده 

و  ناز،ياستات ک مي)استات( توسط آنز کياست ديروش، اس نيا
شود يم ليفسفات تبد ليفسفات، به استيتر نيدر حضور آدنوز

فسفات يد نيبه آدنوز زيفسفات نيتر نيآدنوز انيم نيو در ا
شده، در کنار فسفو  ديفسفات توليد نيگردد. آدنوزيم ليتبد

فسفات يتر نيآدنوز ناز،يک رواتيپ ميو توسط آنز روات،يانول پ
حاصل در کنار  رواتيکنند. در ادامه، پيم ديتول رواتيو پ

لاکتات يد ميتوسط آنز د،ينوکلئوتيد نيآدن ديآم نيکوتين
 ديتول نيآدن ديآم نيکوتيو ن دياس کيلاکتيد دروژناز،يده
شده و  دينشر دو شکل مختلف اکس فيط نيکند. اختلاف بيم

نانومتر،  340در طول موج  ن،يآدن ديآم نيکوتين يشده اياح
استات موجود در  زانينشانگر م م،يمستق ريتواند به طور غيم

 نازياستات ک ميبر آنز يروش که مبتن نيباشد. استفاده از ا طيمح
 ميبر آنز يتر که مبتنيميقد يهابا روش سهيباشد در مقايم

و  رواتيشود تا دخالت پيسنتتاز بودند باعث مآ ميکوآنز لياست
 زانيم شيفزابا ا زياقل برسد، و نبه حد دروژنازيلاکتات ده

 ي. اجزاديبه دست آ يخط ياستات موجود در نمونه پاسخ
 5/170 هيته يمقدار استات، برا نييتع تيک يبندموجود در بسته

( فراهم يتريليليم 31/0واکنش  550واکنشگر )معادل  تريليليم
 ريبه شرح ز شهيچهار عدد ش يبندبسته نياند. در درون اشده

، pH 4/7 و تريليليم 11: بافر به حجم 1 شهيوجود دارد. ش
 درصد 02/0 زانيبه م ديآز ميسد يدارندهنگه يماده يحاو
 يعدد قرص که محتوا 30 يحاو ي: ظرف2 شهيش ،يحجم يوزن
 نيآدنوز ي، به علاوه(NADH) نيآدن ديآم نيکوتيها نآن
 لينيو ي، و پل(PEP)رواتي، فسفو انول پ(ATP) فسفاتيتر
 ناز،ياستات ک وني: سوسپانس3 شهي. شباشديم (PVP) دونيروليپ
 1/4به حجم  دروژنازيلاکتات ده-يو د ناز،يک رواتيپ
استاندارد استات به حجم  ي: حاو4شماره  يشهيو ش تر،يليليم
 يشماره يها. محلولتريگرم بر ل 8/1و با غلظت  تريليليم 2
 داريسال پا 2گراد به مدت يدرجه سانت 4 يدر دما 4و  3، 1
در  ايگراد و يدرجه سانت 4 يدر دما 2باشند. محلول شماره يم

مدت  باشد.يم داريسال پا 2گراد به مدت يسانت -10 يدما
بوده و جهت واکنش  قهيدق 10 شيانجام آزما يزمان لازم برا
به عنوان  يکيمجزا،  شيآزما يباشد. دو لولهيم ياز نوع کاهش
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 ياز نمونه تريليليم 10/0آب مقطر،  تريليليم 0/2 ينمونه )حاو
 20/0 ک،ياز محلول شماره  تريليليم 30/0کشت،  طيمح

از محلول  تريليليم 02/0از محلول شماره دو و  تريليليم
 تريليليم 0/2 يبه عنوان استاندارد )حاو يگريسه( و د يشماره

 30/0چهار،  ياز محلول شماره تريليليم 0.10آب مقطر، 
از محلول شماره  تريليليم 20/0 ک،يشماره  لولاز مح تريليليم

شود. يم هيسه( ته ياز محلول شماره تريليليم 02/0دو و 
درجه  37 يماردر بن قهيدق 10ها را مخلوط کرده، به مدت لوله
گراد انکوبه کرده و جذب نمونه و استاندارد در مقابل يسانت

 تريليليم 30/0آب مقطر،  تريليليم 10/2 يبلانک معرف )حاو
از محلول شماره دو و  تريليليم 20/0 ک،ياز محلول شماره 

 340سه( در طول موج  ياز محلول شماره تريليليم 02/0
 .شودينانومتر خوانده م

 تيفعال زانيسنجش م يبرا :يميآنز تيفعال زانيم يابيارز
 225 ديکلرا سيتر يحاو يمخلوط واکنش نازياستات ک ميآنز

مولار، يليم 15با غلظت  دياس کي، مالpH=6/7مولار با يليم
 75/3آ با غلظت  ميمولار، کوآنزيليم 5/4 ديکلرا ميزيمن
مولار، مالات يليم 5/22با غلظت  NAD+ مولار،يليم

سنتاز  تراتيس تر،يليليبر م کروگرميم 20با غلظت  دروژنازيده
 60با غلظت   ATPتر،يليليبر م کروگرميم 20با غلظت 

 ميمولار و آنزيليم 5/12استات با غلظت  ميمولار، سديليم
شد.  هيته تريليليواحد بر م کيبا غلظت  لازيفسفوترانس است

مخلوط  لازياست فوترانسفس ميآنز تيفعال زانيسنجش م يبرا
، pH=6/7مولار با يليم 225 ديکلرا سيتر يحاو يواکنش

 5/4 ديکلرا ميزيمولار، منيليم 15با غلظت  دياس کيمال
با  NAD+ مولار،يليم 75/3آ با غلظت  ميمولار، کوآنزيليم

 20با غلظت  دروژنازيمولار، مالات دهيليم 5/22غلظت 
 کروگرميم 20ترات سنتاز با غلظت يس تر،يليليبر م کروگرميم

 شد. هيمولار تهيليم 10فسفات با غلظت  ليو است تريليليبر م
 ياز افشره يريشده، مقاد هيواکنش ته يهاسپس به مخلوط

شده توسط روش  يريگ)اندازه کساني نيپروتئ زانيبا م يسلول
مورد نظر  يهاجذب در مخلوط راتييبرادفورد( افزوده شد. تغ

گراد و در طول موج يسانت يدرجه 25 يدر دما قهيدق 3پس از 
شد. بر  يريگدازهان ينانومتر به روش اسپکتروفوتومتر 340

فسفوترانس  ايو  نازياستات ک ميروش هر واحد از آنز نيطبق ا
 از کروموليم 1باشد که يم مياز آنز يبرابر با مقدار لازياست

NADH  تر از مخلوط واکنش، يليليم 1در  قهيدق کيرا در زمان
کند. ي، آزاد مpH=6/7گراد و در يسانت يدرجه 25 يدر دما

 لازيکربوکس رواتيپ ميآنز يميآنز تيفعال زانيم يريگاندازه يبرا
، ساخت MAK072-1KT موجود در بازار با کد يتجار تياز ک

مطابق با دستورالعمل  کا،يآمر ،يسوريم چ،يآلدر-گمايشرکت س

نانومتر  570شرکت سازنده، در طول موج  طارائه شده توس
 مياز آنز يمقدار نازيک رواتياز پ يميواحد آنز کياستفاده شد. 

گروه فسفات از فسفو  کيدر نظر گرفته شد که قادر به انتقال 
 ييجا به جا نيفسفات بود تا با ا يد نيبه آدنوز رواتيانول پ

 يدرجه 25 يدر دما قهيدر هر دق رواتيمول از پکرويم کي
 .گراد ساخته شوديسانت

مطالعه با  نياطلاعات به دست آمده در ا :يآمار يهاروش
، IBM)ساخت شرکت  25 ي، نسخهSPSSافزار ه از نرماستفاد

دار يقرار گرفتند. معن يآمار يابي( مورد ارزکايآمر ورک،يوين
ه شده، با استفاده از روش محاسب يهاهر کدام از دادهبودن 

 .شد دهيجسن 01/0 يبا فراوان ييدانشجو t يمحاسبه
 

 نتايج
 يکنندهکد ژن :ژن مورد نظر يسازو همسانه يتوال دييتا

 در وکتور کيبه طور سنتت يانسان بينوترک يبتا نترفرونيا
)+(pET25b يابييتوال جي. نتاديگرد يسازهمسانه 

ژن مربوطه بود.  يسازکار سنتز و همسانه يدرست يدهندهنشان
 pET25b)+( يانياز وکتور ب يژن يسازه يبه منظور طراح

 کيوتيبيمقاومت به آنت گاهيجا يوکتور دارا ني. ادياستفاده گرد
 نترفرونيا نيپروتئ انيب شيافزا يبرا T7و پروموتر  نيليسيآمپ
 نيپروتئ يکنندهکد يتوالباشد. نخست يم بينو ترک يبتا

به  NCBI يهاداده گاهيبا استفاده از پا بينوترک يبتا نترفرونيا
 يبتا نترفرونيا ييدارو نيپروتئ اساس بر يتوال نيدست آمد. ا

را از  ييمجوز دارو 2002موجود در بازار که در سال  بينوترک
 نيا يژن يدست آمد. سپس توالهگرفته است ب FDAسازمان 

. يا يانيب زبانيم ي، براSnapGeneافزار توسط نرم نيپروتئ
 هياز ناح XhoIو  MscI يبرش گاهيشد. دو جا يسازنهيبه يکلا
 يژن يانتخاب شده و توال pET25b)+( چندگانه يبرش

 نييتع يبرش گاهيدو جا انيژن مورد نظر در م يشده يسازنهيبه
 يمشخص شد که توال يتوال زي(. با آنال2شده قرار گرفت )شکل 

به جز  XhoIو  MscI يهاميآنز يبرش يهاگاهيمربوط به جا
 وجود ندارد.  يژن يشده در کل توال نييدر نقاط تع

افزار ط نرمبتا توس نترفرونيژن نوترکيب ا ياز طراح پس
SnapGeneمربوطه سفارش داده شد. پس از  کي، ژن سنتت

رون پلاسميد تحويل گرفتن ويال حاوي ژن مورد نظر که د
)+(pET25b لازم  يهاشيسازي گرديده بود، آزماهمسانه

و عملکرد ژن سنتز شده انجام  يتوال يجهت اطمينان از درست
 نيو القا بيان نشان داد که ژن پروتئ يتوال نييتع جيو نتا فتگر

شده  يسازهمسانه يمربوطه به درست ديمورد نظر در پلاسم
 است. 
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 يريگبا اندازه ،يروند رشد باکتر :رشد سلول زانيم سنجش
نانومتر، با استفاده از روش  600آن در طول موج  ينور يچگال

 يريگ(. قبل از اندازه3)شکل  ديگرد يبررس ينور يسنج فيط
 قينرمال رق يها ابتدا با محلول سرم نمکغلظت، نمونه زانيم

. رنديقرار گ يخط يفيجذب مشاهده شده در ط زانيشدند تا م
به عنوان شاهد استفاده شد. روند  يکشت فاقد باکتر طيمحاز 

سنس و يکنترل شده با قطعات آنت يهيهر دو سو يرشد کل
شکل بود.  يديگموئينمودار س کيکنترل، به صورت  يهيسو

کنترل  يروند رشد باکتر يدهندهخط نشان بيهر چند که ش
خط  بيبا ش سهيرا در مقا يرتسنس روند تنديشده با قعات آنت

تراکم  زانيکنترل، از خود نشان داد. م يهيرشد سو يدهندهنشان
سنس و يقطعات آنت يحاو يهاهيشده در سو يابيارز ينور

 و 22/2±07/0 بيساعت ششم مطالعه، به ترت انيکنترل، در پا
 يتراکم نور زانيدهد ميامر نشان م نيا که بود 0/19±07/2

 سهيسنس در مقايآنت يکنترل شده با فناور يهيسو يينها يسلول
بود.  افتهي شيافزا درصد24/107 زانيکنترل به م يهيبا سو

 يبر رو ينامطلوب ريسنس، تاثيبا حضور قطعات آنت نيابنابر
 مشاهده نشد.  يروند رشد سلول

 

. نمودار رشد باکتری ای. کلای، در گونه های حاوی قطعات آنتی ۳شکل 

پیوسته( و کنترل )نقطه چین(، در زمان رشد شش ساعته سنس )خطوط 

میلی لیتری، از طریق سنجش تراکم سلولی توسط روش  500در ارلن مایر 

ی نانومتر )نارنجی( و شدت رشد ویژه 600اسپکتروفتومتری در طول موج 

 سلولی )آبی(.
 
 

وزن  يريگاندازه يبرا :يوزن خشک سلول يمحاسبه
 7300 طيکشت، در شرا طياز مح تريليليم 5 ،يخشک سلول

 کيزواسمتيشد. سپس دو مرتبه توسط محلول ا وژيفيسانتر يج
( شسته شد. پس از آن يحجم/يدرصد )وزن 0.9 نينرمال سال

گراد قرار گرفت تا به يدرجه سانت 90 يآون با دما کيدرون 
مشاهده  ييوزن خشک نها زاني(. م4برسد )شکل  يثابت نوز

 انيسنس و کنترل، در پايقطعات آنت يحاو يهاهيشده در سو
و  تريل بر گرم 980/1±034/0 بيساعت ششم مطالعه، به ترت

 زانيدهد ميامر نشان م نيبود که ا تريل بر گرم 042/0±869/1
 يناورکنترل شده با ف يهيسو يينها يوزن خشک سلول

 درصد93/105 زانيکنترل، به م يهيبا سو سهيسنس در مقايآنت
رشد با  زانيم يحاصل از بررس يبود. نمودارها افتهي شيافزا

هر دو  ،يها و وزن خشک سلولسلول ياستفاده از تراکم نور
 يخوانهم باًيتقر گريدکيبوده و با  يديگموئيبه شکل س باً يتقر

 داشتند.
رشد  کينتيک يبه منظور بررس :هاتيمتابول يريگاندازه

 يمربوطه و باکتر ديپلاسم يحاو يباکتر ب،ينوترک يهيسو
در  بينوترک هي، سوLBکشت  طيکنترل به طور مجزا، در مح

کشت  طيمح تريليليم 200 يحاو يتريليليم 500 ريماارلن
به  لوکزمصرف گ زانيها، ميرشد داده شدند. کينتيک رشد باکتر

د تولي زانيم نيچنترشح استات و هم زانيم ،يعنوان منبع کربن
شده بررسي  فيکشت توص يهاانساني در محيطاينترفرون بتاي 

گراد شروع شده و رشد يسانت 37 يدر دما شيآزما ني. اديگرد
 دني. پس از رسافتيدما ادامه  نيفاز رشد در هم انيتا پا يباکتر

 نيپروتئ دينانومتر، تول 600موج  لدر طو 0/2 يبه تراکم نور
با غلظت  IPTGبا افزودن ماده  زبانيم يهادر سلول بينوترک

 يهاتيمتابول يريگمولار، القا شد. به منظور اندازهيليم 1
انجام شد. با استفاده  يريگنمونه بارکيساعت  کيبرده، هر نام
 بيوترکن يباکتر يژهيشدت رشد و نيب ياسهيها، مقاداده نياز ا

 جيانجام گرفت. نتا گريدکيبرده با کشت نام طيدر دو مح
کنترل شده با  يکه شدت رشد ويژه باکتردهد حاصل نشان مي

 ژهي( و شدت رشد و4بر ساعت )شکل  69/0سنس يقطعات آنت
 شيمساله افزا نيبر ساعت بود که ا 52/0کنترل  يباکتر
 وربر اثر حض يسلول يژهيرا در شدت رشد و درصد69/132

 دهد. يسنس را نشان ميقطعات آنت
قطعات  يحاو يهياستات ترشح شده توسط سو زانيم

 بر گرم 56/2±04/0ساعت ششم کشت به  انيسنس در پايآنت
با  سهيرا در مقا درصد98/65که عدد حاصل کاهش  ديرس تريل

استات ترشح شده توسط آن  زانيکنترل که م يهيسو
 نيچن(. هم4داد )شکل يبود، نشان م تريل بر گرم 09/0±88/3
به  دنيرس يسنس برايکنترل شده توسط قطعات آنت يهيسو

 5گلوکز از  تريگرم بر ل 38/3 زانيحداکثر مقدار رشد خود، م
کشت را مصرف کرد در  طيموجود در مح يهيگرم گلوکز اول

کنترل در مدت زمان مشابه  يهيسو يمقدار برا نيکه ا يحال
کنترل  يهيسو گري(. به عبارت د4بود )شکل  تريگرم بر ل 79/3

رشد و  زانيبه حداکثر م دنيرس يسنس، برايشده با قطعات آنت
با  سهيرا در مقا يترگلوکز کم درصد18/89 زانيخود، م ديتول
 کنترل مصرف کرد. يهيسو
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حاصل از  يهاپلت :بينوترک نيپروتئ انيب زانيم يبررس
خالص شده، با بافر  يهانيپروتئ ايو  زبان،يم يباکتر وژيفيسانتر

 يدرجه 95در آب  قهيدق 10نمونه، مخلوط شده و به مدت 
 طيبا شرا قهيدق 2گراد جوشانده شده و سپس به مدت يسانت

ها در حضور نه. الکتروفورز نموديگرد وژيفيسانتر يج 11000
SDS شکل رفتيانجام پذ يارائه شده توسط لمل يوهيبه ش( .

در  ينيپروتئ يگر مولکولاز نشان بيبرده به ترت(. در شکل نام5
شده از شرکت  هياستاندارد ته يدارو ي، نمونه1چاهک شماره 

، 2در چاهک شماره  فرونيز يدارو دانش با نام تجار ستيز
 يکنترل شده با فناور يهيتوسط سو دهش ديتول نيپروتئ ينمونه

 ديتول نيپروتئ ي، نمونه3از القا در چاهک شماره  سنس قبليآنت
از القا  سنس بعديآنت يکنترل شده با فناور يهيشده توسط سو

 يهيشده توسط سو انيب نيپروتئ ي، نمونه4در چاهک شماره 
حاصل  جي، استفاده شد. نتا5کنترل بعد از القا در چاهک شماره 

نشان داد  ImageJافزار توسط نرم نيپروتئ انيب زانيم زياز آنال
شده توسط  ديتول بينوترک يبتا نترفرونيا يدارو زانيکه م
گرم بر  739/1سنس )يآنت يکنترل شده توسط فناور يهيسو

شده توسط  دياز مقدار تول شيب درصد48/112 زاني( به متريل
بود. به علاوه با توجه به ( تريگرم بر ل 546/1کنترل ) يهيسو

 يبا اندازه SDS-PAGEمشاهده شده در ژل  يمولکول ياندازه

 يبتا نترفرونيدالتون، صحت وجود ا لويک 18 يبيتقر يمولکول
 (.5)شکل  ديها اثبات گرددر نمونه بينوترک

حاصل از سه بار  جينتا :يميآنز تيفعال زانيم يريگاندازه
 ناز،ياستات ک يهاميآنز تيفعال زانيخوانش مستقل م

کنترل شده با  يهاهيدر سو نازيک رواتيو پ لازيفسفوترانس است
است.  دهيگرد هيارا 6استات و کنترل در شکل شماره  يفناور

کنترل  يسه گانه يهاميآنز تيفعال زانيها مافتهي نيبر طبق ا
 29/0 بيسنس به ترتيقطعات آنت يحاو يهيشده در سو

 47/11( و لازي)فسفوترانس است 52/15(، نازي)استات ک
که  يگرم گزارش شد. در حاليلي( واحد بر مدازياکس رواتي)پ
 بيکنترل به ترت يهيبرده در سونام يهاميآنز تيفعال زانيم

 52/16( و لازياست ترانس)فسفو 75/19(، نازي)استات ک 56/0
گرم بود. اعداد مشاهده شده به يلي( واحد بر مدازياکس رواتي)پ

 درصد58/78(، نازي)استات ک درصد78/51 بيترت
( کاهش دازياکس رواتي)پ درصد43/69( و لازي)فسفوترانس است

سنس يآنت يکنترل شده با فناور يهاميآنز تيفعال زانيرا در م
مطالعه  نيبه کار رفته در ا يناورف ييامر کارا نينشان دادند که ا

 ميهر کدام از سه آنز يبرا يداريمعن زانيدهد. ميرا نشان م
 ديگرد محاسبه( >001/0Pهزارم ) کيتر از شده کم يبررس

  .(6)شکل 
 
 

وی قطعات . میزان تولید توده ی زیستی )آبی(، مصرف گلوکز )سبز(، ترشح استات )قرمز(، و تولید اینترفرون بتای نوترکیب )خاکستری(، در گونه ی حا۴شکل 

حسب واحد گرم بر لیتر. پیکان قهوه ای رنگ نقطه ی شزوع القای میلی لیتری بر  500آنتی سنس و گونه ی کنترل، در زمان رشد شش ساعته در ارلن مایر 

 بیان را نشان می دهد.
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. آنالیز بیان ژن کد کننده ی اینترفرون بتای نوترکیب انسانی بر 5شکل 

-SDSروی ژل پلی اکریل آمید در حضور سدیم دودسیل سولفات )

PAGE).  حاوی نشان گر وزن مولکولی، چاهک ۱ی چاهک شماره ،

حاوی نمونه ی داروی استاندارد تهیه شده از شرکت زیست  ۲شماره ی 

ی ، حاوی نمونه۳ی دارو دانش با نام تجاری زیفرون، چاهک شماره

پروتئین تولید شده توسط سویه ی کنترل شده با فناوری آنتی سنس قبل 

ی پروتئین تولید شده توسط سویه ، حاوی نمونه ۴ی از القا، چاهک شماره

، 5ی کنترل شده با فناوری آنتی سنس بعد از القا، و چاهک شماره ی 

حاوی نمونه ی پروتئین بیان شده توسط سویه ی کنترل بعد از القا می 

کیلو دالتون، پس از افزودن  ۱8باشد. باند اضافی با وزن مولکولی تقریبی 

ه شده است، نشان دهنده ی وجود ماده ی القاگر، که در شکل نشان داد

 اینترفرون بتای نوترکیب انسانی می باشد.
 

. میزان فعالیت آنزیمی آنزیم های استات کیناز آ )بنفش و یاسی(، 6شکل 

فسفوترانس استیلاز )آبی و سفید( و پیروات اکسیداز بی )نارنجی و زرد( 

 ( بردر سویه های حاوی قطعات آنتی سنس )سمت چپ( و کنترل )راست
حسب واحد بر میلی گرم. میزان معنی داری برای هر کدام از سه آنزیم 

 ( محاسبه گردید.˂0.00۱Pبررسی شده کمتر از یک هزارم )
 

 گيريبحث و نتيجه
بر  رياخ يکه در طول چند دهه يبا وجود مطالعات فراوان

 يچرخه کيولوژيزيصورت گرفته است، نقش ف ي. کلايا يرو
 ياستات هنوز به طور واضح، مشخص نشده است. مطالعات قبل

 ،يهوازيب طينشان داده است که ترشح استات، نه تنها در شرا
 Mixed acidمخلوط ) يآل يهادياس ريدر قالب تخم

fermentationيهواز طي[، بلکه در شرا19] رديگي( صورت م 
که  يدر صورت رايشود. زيترشح استات مشاهده م يدهيپد زين
فراتر رود، به  ازيکشت از حد ن طيگلوکز موجود در مح زانيم

کربن  انيجر يکربس، قسمت اضاف ياشباع شدن چرخه ليدل
کربس راه  يهتواند به چرخينم زيکوليگل يهچرخ قيکه از طر

 [.20شود ]ياستات م ديتول يوارد چرخه ابد،ي
 يکشت باعث مهار رشد سلول طياستات در مح تجمع

(، Uncouplerجداکننده ) کيکه استات به عنوان  رايگردد. زيم
(، عمل کرده Proton motive forceحرکت پروتون ) انيدر جر

 يديپيل يو به خاطر داشتن بار مثبت به شکل پروتونه از غشا
 [.21شود ]يم pHباعث افت  جهيکند و در نتيسلول عبور م

با  لاز،يترانس استفسفو -نازياستات ک رياستات در مس ديتول
با  يبرابر يمول يدر سطح سوبسترا با اندازه ATPساخت 

 يتنفس تيباشد. لذا در مواقع اشباع شدن ظرفياستات همراه م
 ياضاف يانرژ ديکربس، ساخته شدن استات همراه با تول کليس

 يورود انيجرکند تا يعمل م يمنيا يچهيدر کيبه عنوان 
 يساز لازم براشيپ يهاتيمتابول ديرا به سمت تول ياضاف

 [.22کند ] تيهدا يستيز يساخته شدن توده
 يفسفات، که حاو لينشان داده است که است نيشيپ مطالعات

از  يکيباشد، به عنوان يبالا م يگروه فسفات با انرژ کي
را به  ليگروه فسفر کياستات  يواسطه در چرخه باتيترک
فسفات  -6-گلوکز يعني رواتيفسفو انول پ ستميس I ميآنز

 ناقلفسفات به عنوان  لي[. به علاوه است23کند ]يمنتقل م
وابسته  يانتقال يهاستمياز س يدر برخ ليگروه فسفر يحيترج

احتمال وجود  نيکند. لذا ايشونده عمل ممتصل يهانيبه پروتئ
فسفات،  لياست گر،يد يکيمتابول يهاواکنش يدارد که در برخ

که دچار کمبود منابع کربن  يسلول نياشود. بنابر ATP نيگزيجا
 يفسفات با انرژ يحاو باتيبه ترک يترشيب ازيباشد، ن يانرژ اي

کنند ياثبات م نيشيمطالعات پ جي[. به علاوه نتا25،24بالا دارد ]
 يسلول يو بقا يولوژيزيحفظ ف ياستات برا ديتول يکه چرخه

 يعنيچرخه،  نيا يي[، اگر چه محصول نها26است ] يضرور
 دارد. زبانيسلول م يبر رو ياستات اثرات مضر

بالا، به منظور به دست  يبا تراکم سلول ي. کلايکشت ا در
که  يکياستفاده از تکن ب،ينوترک نياز پروتئ ييبالا ريآوردن مقاد
 ايو  يحذف ژن يهانسبت به روش يترقيدق يکيکنترل متابول

به نظر  يضرور يرا فراهم سازد، امر يکيمتابول يهاريمس رييتغ
سنس به يآنت يRNAاز  استفادهمطالعه، با  نيرسد. لذا در ايم

 يچرخه ميتنظ يبرا ک،يمتابول يمهندس يهااز ابزار يکيعنوان 
پژوهش حاضر نشان داد که  يهاافتهياستات استفاده شد. 

شده، در  مياستات تنظ يکه در آن چرخه ي. کلاياز ا ياهيسو
 يتر و تراکم سلولعيروند رشد سر ،يوحش يهيبا سو سهيمقا
 داشت. يترشيب يينها

ها از که در آن يحاصل از مطالعات قبل جيها با نتاافتهي نيا
 کي انيب نيمهار ترشح استات در ح يسنس برايآنت يفناور
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 يخوان[ هم27استفاده شده بود ] ييدارو بينوترک نيپروتئ
به  يهابا داده يحاصل تا حدود جيحال نتا نيداشت. در ع

 ميبا آنز ياهيها از سومطالعات که در آن ريدست آمده از سا
 اي[ و 28استفاده شده بود ] افتهيجهش لازيفسفوترانس است

شده بودند و رشد  ليتعد يکيکه از نظر متابول يگريد يهاهيسو
 نيعلت ا [ اختلاف داشت.29،24همراه بود ] يصيها با نقاآن
استات با استفاده  يچرخه ينسب مياز تنظ يناش احتمالاً دهيپد

 ليدخ يعمده يهاميآنز هيسنس بر علينتآ يRNA ياز فناور
دهد تا نقش يباشد که اجازه مياستات م ديتول يدر چرخه

 يهادر سلول يولوژيزينام برده در بقا و حفظ ف يچرخه ياتيح
استات  يهاژن انيب زانيکه م ييحفظ شود. از آن جا زبانيم
 يلهوابسته به مرح ناز،يک رواتيو پ لازيفسفوترانس است ناز،يک

 يتراکم بالا لي[، به دل24،30باشد ]يسلول م يولوژيزيرشد و ف
قطعات  يحاو بينوترک يهادر مورد سلول ي)حت زبانيسلول م

 mRNA يکل زانيبالاتر بودن م جهيسنس( و در نتيآنت
 يهاژن يشده، حدس زده شد که سرکوب نسب يبردارنسخه

ناز به کمک يک رواتيو پ لازيفسفوترانس است ناز،ياستات ک
د تجمع استات خواه زانيسنس، منجر به کاهش ميآنت يفناور

 يهاميآنز يميآنز تيفعال ه،يفرض نياثبات ا يبرا ن،ياشد. بنابر
شد  دهيسنج نازيک رواتيو پ لازيفسفوترانس است ناز،ياستات ک

سنس در يآنت يmRNAبرده توسط نام يهاژن يمنف ميتا تنظ
 يکيدر سطح ژنت ميمستق ريجه به طور غيو در نت نيسطح پروتئ

 ناز،ياستات ک يهاميآنز تيفعال زانياثبات شود. سنجش م
در  بينوترک يهيدر سو ناز،يک رواتيو پ لازيفسفوترانس است

با  ن،يارا نشان داد. بنابر ينسب يکنترل کاهش يهيبا سو سهيمقا
 ميمستق ريسطح ترجمه و به طور غ ياسهيو مقا يکاهش نسب

مورد  يهاژن ينسب يمنف ميهدف، تنظ يهااز ژن يبردارنسخه
 شد. دييسنس تايقطعات آنت انينظر بر اثر ب

 يعواقب ناش ياز اهداف انجام پژوهش حاضر بررس يکي
 يمهار نسب يدهيپد نياستات )که ا ريمس ينسب يسازفعال رياز غ

 خواهد بود و اتفاقاً  سريسنس ميآنت يفناور يريتنها با به کارگ
 يهاتفاوت نيتراز مهم يکي يورزنوع دست نيبودن ا ينسب

مهار  يبرا کيولمتاب يمهندس يهاوهيش ريبا سا يفناور نيا
 يولوژيزيف يآن بر رو يباشد( و اثرات احتماليترشح استات م

دهند که ينشان م نيشيباشد. چرا که مطالعات پيم زبانيسلول م
 يسلول يولوژيزيف يبر رو يااستات اثرات دوطرفه يچرخه

که ساخته شدن و ترشح استات به طور  يدارد. لذا در صورت
سلول بر  يولوژيزيف يبر رو يمثبت و منف يراتيزمان، تاثهم
 يتواند برخيچرخه م نيا ييجز ميگذارد، تنظيم يجا
در زمان  نياقرار دهد. بنابر ريرا تحت تاث يسلول يهايژگيو

پروموتر  رينظ فيپروموتر ضع کيمربوطه، از  ديپلاسم يطراح

اثرات  قيطر نياستفاده شد. به علاوه به ا نازياستات ک يذات
 ريدر مس يعيکه به طور طب يکينتژعناصر  رياز سا يشنا ياحتمال

. ديندارند، از مطالعه حذف گرد يمورد نظر نقش يهاژن انيب
استات  يمطالعه دانسته شد که چرخه نيافزون بر آن با انجام ا

با  يمهم ي، رابطهATPفسفات و  ليشدن است ليبه خاطر تشک
 بينوترک نيوتئپر کي ديدر هنگام تول يسلول يانرژ سميمتابول
 دارد.

 نسبتاً  بينوترک يهيبتا، سو نترفرونيا انيب ياز القا پس
کنترل از خود  يهيبا سو سهيرا در مقا يسرعت رشد بالاتر

 انيب يقبل از القا طيمتفاوت با شرا يالگو تا حد نينشان داد. ا
 ديدر هنگام تول يروند رشد سلول شيبتا بود. افزا نترفرونيا
سلول به کمک  يولوژيزيف يورزاز دست يبتا ناش نترفرونيا

RNAطيدر شرا بينوترک يهيکه سو يدر حال سنس بود.يآنت ي 
 يهيبا سو سهيرا در مقا يمشابه باًيقبل از القا سرعت رشد تقر

 داد. يکنترل از خود نشان م
 يحاو يهياستات در سو ديتول ،ينحو جالب توجه به

در  بينوترک يبتا نترفرونيا ديسنس در هنگام توليقطعات آنت
 جيبا نتا جينتا نيبود. ا افتهيکنترل، کاهش  يهيبا سو سهيمقا

 زانيکه م رايبدون القا تفاوت داشت، ز طيمشاهده شده در شرا
را با  يچندان فبرده اختلانام يهياستات توسط دو سو ديتول

 ريصورت تفس نيفوق به ا يدهيداد. پدينشان نم گريدکي
مشابه با  يطياز شرا يشود که روند کاهش ترشح استات ناشيم

 يعني ب،ينوترک يهيدر سو نيپروتئ ديو تول ،يسلول روند رشد
سنس يآنت ياستات توسط سه قطعه ديتول ريمس يکنترل نسب

فسفو -نازياستات ک ريمس ربود. استات د طيموجود در مح
شود يم ديتول بيترت نيدر دو مرحله و به ا لازيترانس است

 يفسفات آل کيآ به همراه  ميکوآنز لي[ که نخست است32،31]
با ثابت  نازياستات ک ميکه توسط آنز يميواکنش آنز کيتحت 
آ  ميفسفات و کوآنز ليبه است رديگيانجام م 00926/0تعادل 

فسفات  ليدوم، است يمرحله يدر ادامه و در ط وشوند يم ليتبد
فسفو  ميکه توسط آنز يميواکنش آنز کيتحت  ADPبه همراه 

به استات و  رديگيانجام م 161با ثابت تعادل  لازيترانس است
ATP يهاثابت تعادل در واکنش سهيگردند. با مقايبدل م 

دوم  يشود که واکنش مرحلهياول و دوم مشخص م يمرحله
 يبا مرحله سهيدر مقا يترشيبودن ب يبه خود به خود ليتما

برابر  3-4 لازيفسفوترانس است ميآنز تياول دارد. به علاوه فعال
 [.17باشد ]يم نازياستات ک ميبالاتر از آنز

که کاهش روند تجمع استات  نيا گريقابل توجه د ينکته
 دهيپد ني(. ا4)شکل  ديکشت آغاز گرد نياز همان مراحل آغاز

استات، به همان  يخهچر يمنف ميتنظ يبندکند که زمانيثابت م
مطالعه  نياست. چرا که در ا رفتهيکه در نظر بود، انجام پذ ياگونه
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پروموتر وابسته  نيشد که ا تفادهاس نازياستات ک ياز پروموتر ذات
 يبندزمان تي)قابل دهيپد نيباشد. ايم زبانيم يبه فاز رشد سلول

سنس به عنوان يآنت ياز نقاط قوت و بارز فناور يکيکردن( 
گردد. اگر چه که يمحسوب م کيمتابول يورزروش دست کي

سنس يآنت يمقدار کاهش ترشح استات بر اثر استفاده از فناور
 گريمطالعات د يگزارش شده توسط برخ ريمقاد ازتر کم

بر  کيمتابول يورزحال اثرات دست ني[ بود، در ع34،33.29]
بود. در خلال رشد  ريگچشم بينوترک نيپروتئ انيب زانيم يرو
 يبتا نترفرونيا زانيم بينوترک يهيسو زبان،يسلول م يکل
کنترل از خود نشان داد )شکل  يهيبا سو سهيدر مقا يترشيب

5.) 
استات  يچرخه يمنف ميکه تنظ نيا گريقابل توجه د ينکته

 BL21 ي. کلايا يهيسنس در سويآنت يبه کمک فناور

(DE3)يهيسو ي. کلاي، که از مشتقات ا B يباشد به نحويم 
با  سهيدر مقا ي. کلايا B يهي. سورفتيانجام پذ يکارآمد

 وکزکه مقدار گل يطيدر شرا ي، حتJM109مثل  K12 يهاهيسو
[. 36،35کنند ]يم ديتول يتراستات کم ريآن بالا باشد مقاد

استات ترشح  زانيمطالعات به عمل آمده نشان داده است که م
کشت ساده  کيدر  ي. کلايگوناگون ا يهاهيشده توسط سو

[. 20اختلاف داشته باشد ] گريدکيتواند تا سه برابر با يم
تر شيب تيفعال زا ياختلاف ناش نيگونه که ذکر شد اهمان

 يبرا نيگزيجا ريمس کيبه عنوان  لاتيوکسيگل يچرخه
 تراتيس زويا ميتر آنزشيب تيفعال زيکوآ و ن ليمصرف شدن است

 K12 يهاهيبا سو سهي، در مقاBL21 يهي( در سوICL) ازيل
 يکيدر  ياحتمال يهااز بروز جهش يبوده و ناش JM109مثل 

 نازياستات ک يعنياستات  ديلتو يدر چرخه ليدخ مياز دو آنز
پژوهش حاضر  جي[. نتا37باشد ]ينم لازيو فسفو ترانس است

، به BL21 يهيتر سوکم يذات ليبر تما يتر مبنشيب يشواهد
 کند.يگلوکز را ارائه م يبالا ريدر مقاد يکردن استات حت ديتول

 يبرا نازياستات ک يپروژه از پروموتر ذات نيچه در ا اگر
استات استفاده شد، به نظر  يچرخه قيدق ميو تنظ يبندزمان

سنس يآنت ياز فناور يناش يمنف ميتنظ سميرسد که مکانيم
 يگوناگون يهاد فاکتورعملکر ريبوده و تحت تاث دهيچيپ کاملاً

گلوکز به عنوان  صرفم زانيروند م يقرار دارد. به علاوه بررس
سنس اگر يقطعات آنت يحاو يهيمنبع کربن، نشان داد که سو

 يهيبا سو سهيرا در مقا يترشيب يبتا نترفرونيا زانيچه که م
با  سهيرا در مقا يترکرد، در مقابل مقدار گلوکز کم ديکنترل تول

مصرف گلوکز در  زانيم يکنترل مصرف نمود. محاسبه يهيسو
قطعات  يحاو يهينشان داد که سو تلف،مخ يهيدو سو

از  يتر)گلوکز( کم يکه مقدار منبع کربن نيسنس با ايآنت
کنند، با يکنترل( مصرف م يهيسنس )سويفاقد آنت يهاسلول

 شيصرف افزا يترخود را به نحو کارآمد يسلول يحال انرژ نيا
توان حدس زد که يکنند. به علاوه ميم بيمحصول نوترک انيب

 ليسنس به دليآنت يسلول به کمک فناور کيمتابول يورزتدس
 يانرژ زانياستات م يتر چرخهقيدر کنترل کردن دق ييتوانا

آورد. اگر چه ساز يفراهم م زبانيم يهاسلول يرا برا يترشيب
 هنوز به طور کامل مشخص نشده است. دهيپد نيا قيو کار دق

 زبانيحاضر نشان داد که بهبود روند رشد سلول م پژوهش
 زانيتنها به کاهش م ييدارو بينوترک نيپروتئ ديتول شيو افزا

 زانياگر چه که م گريد يشود. از سمتيتجمع استات مربوط نم
گزارش شده  جياز نتا يبرخ يکاهش ترح استات به اندازه

 ديتول ازدهب زانيحال م نينبود، با ا نيشيات پتوسط مطالع
[. 33،29برده بود ]نام يهاتر از گزارششيمحصول مورد نظر ب

سنس در حالت بعد از يقطعات آنت يحاو يهابه علاوه سلول
داشته  يفاقد آن، سرعت رشد بالاتر يهابا سلول سهيالقا در مقا

ترشح  زانيبود. متر کم زيها نتوسط آن يدياستات تول زانيو م
 ييهاتر از غلظتنيياستات مشاهده شده در پژوهش حاضر پا

 [.21شود ]يمحسوب م يسلول، سم ياز استات بود که برا
گوناگون از  ييهاپژوهشگران با استفاده از روش يبرخ

موفق  طيسطوح استات موجود در مح ديکاهش دادن شد قيطر
 ديتول شيو افزا زبانيروند رشد سلول م دنيبه بهبود بخش

 يمطالعه جيحال، نتا نياند. با اهترولوگ مربوطه شده نيپروتئ
 ياديز ريدهد که مشکل نه تنها در حضور مقاديحاضر نشان م
تر تداخل در عملکرد باشد، بلکه مشکل مهميم طياستات در مح

باشد. به علاوه يگوناگون م يکيمتابول يهاکارآمد چرخه
نشان  رياخ يهصورت گرفته در سه دهمطالعات گوناگون 

. ستين يکار آسان يدهند که کنترل معضل ترشح استات اضافيم
 يدر چرخه ليدخ يهااز ژن يکي ياگر چه با حذف ساده

اد، اما ترشح استات را کاهش د زانياستات ممکن است بتوان م
شوند. يم ديتول يگريد يجانب يدر عوض محصولات ناخواسته

را به کار گرفت که  يچند قسمت يکرديزم باشد رولا ديلذا شا
 يهاچرخه ميتنظ يژن، چگونگ نيزمان به چنددر آن به طور هم

سطح  ک،يآناپلروت يهاچرخه ،يکيگوناگون متابول
، ATPاستات و مصرف  ديتول يهاريگوناگون، مس يهاکوفاکتور

از  يناش يعواقب احتمال ينيبشيتوجه نمود. اگرچه پ
ناممکن است.  ديشا ايژن سخت و  نيزمان چندهم يورزدست

 يهايژگيمولد با همان و يهيسو کي يهيدر اغلب موارد ته
 يبرا ،يشگاهيآزما اسيمشاهده شده در مق ايشده و  ينيبشيپ

 راياست. ز ريپذامکان يبالاتر به دشوار يهااسياستفاده در مق
 ياحتمال راتيتاث ينيبشيپ ده،يچيپ يمولکول يشبکه کيکه در 

و چه از نظر  يفيچه از نظر ک يکيژنت يورزدست کياز  يناش
گران در [. لذا، امروزه توجه پژوهش17ست ]دشوار ا يکم
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و  هيرويب انيب شيافزا يبه جا کيمتابول يهندسم ينهيزم
ژن مورد نظر  انيب قيدق ميبه طرف تنظ ،يحذف ژن يهاروش

 تيمدل مطمئن که قابل کيبه داشتن  ازيمعطوف شده است. ن
شود. لذا ياز گذشته احساس م شيداشته باشد ب زيشدن ن يکم

 يدر بررس ک،يمتابول يهافلاکس زياستفاده از دانش آنال
مطالعه  نيساخته شده در ا بينوترک يهيرفتار سو يونگچگ

که  رايرسد. زيبه نظر م يگوناگون منطق ياتيعمل طيتحت شرا
تر قيبهتر و دق ينيبشيامکان پ يکيمدل متابول کي

به  يابيرا فراهم ساخته و امکان دست يکيژنت يهايورزدست
 .ندکيم سريمورد نظر را م پيبا فنوت ي. کلاياز ا ياهيسو

مطالعه نشان داد که با استفاده از  نيحاصل از ا جينتا
با خاموش کردن سه ژن  ک،يمتابول يبر مهندس يمبتن يکرديرو

 ناز،يساخت استات شامل استات ک ريدر مس ليدخ يعمده
 نيپروتئ زانيتوان ميم ناز،يک رواتيو پ لازيفسفوترانس است

داد.  شيرا افزا ي. کلايا يهيشده در سو ديتول بينوترک
مصرف  زانيشده، م فيتوص کيمتابول يورزبا دست نيچنهم
وزن  زانيم ،يسلول يتر شده و روند رشد کلگلوکز کم يينها

. ابدييم شيافزا زيسلول ن يژهيو شدت رشد و يخشک سلول
 يمطالعه، برا نيبه کار گرفته شده در ا کيمتابول يروش مهندس

هاي باکتريايي توان در مورد ساير سويهيمهار ترشح استات را م
هاي چنين ساير سامانههم ،ي. کلايا گريد يهاگونه ژهيبه و

ديگر نيز آزمايش نمود.  بينوترک يهافرآورده ديبياني و تول
و  کيژنوم ک،يپروتئوم يزهايتوان با انجام آناليم نيچنهم

بعد از  ژهيمختلف به و يسلول يهادر تراکم يباکتر کيمتابولوم
 يبتا نترفرونيا ديداخل سلول در هنگام تول تالقا، اتفاقا

 .نمود يبررس يترو ترشح استات را به نحو کامل بينوترک
 

 و قدردانیتشكر 
معاونت  يو معنو يماد يهاتيپژوهش حاضر با حما

 افتهيانجام  رازيش يدانشگاه علوم پزشک يو فناور قاتيتحق
 .(94-01-36-10599 يقاتياست )شماره طرح تحق
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Introduction: Escherichia coli (E.coli) is one of the most widely used hosts for the production of recombinant 

proteins. The main problem in getting high product yields and productivity is the accumulation of acetic acid (acetate) 

as an unwanted metabolic by-product. In this study, an antisense-based strategy as a metabolic engineering approach 

was employed to hamper the acetate excretion problem. 

Materials and Methods: A recombinant plasmid containing the encoding genes for human recombinant interferon 

beta (rhINF-β) and three antisense oligonucleotides against acetate kinase, phosphotransacetylase and pyruvate 

oxidase B was designed. The effects of recombinant plasmid on the cell physiology, rhINF-β production and acetate 

excretion were studied in E. coli.  

Results: The mRNA levels of the targeted enzymes were lowered in antisense-regulated cells compared to the 

control cells. The concentration of acetate in culture media was decreased due to the constructed plasmid. The 

expression of antisense RNA did not affect the cell growth, negatively. Besides, the rhINF-β production was enhanced 

in antisense-regulated strain compared to the control plasmid without antisense genes. 

Conclusion: Application of an antisense strategy on the acetate pathway was successful in metabolically 

engineering E. coli. This enhancement of production yield by antisense technology suggests that this strategy may be 

successfully applied to high cell density fermentations of E. coli expression system to overexpress other recombinant 

proteins. 
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