
 

 

 

  
  
  
  
  
  
  
  

  چکيده

  
، ، اشريشياکلی نوترکيب، پری پلاسم، بيوراکتـور همـزن دار، تخميـر ناپيوسـته             GM-CSF :كلمات كليدي 

  تاگوچی
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 GM-CSF ماده القا کننده، ساکاروز و زمان القا بر فراينـد بيـان و انتقـال     در اين تحقيق، تاثير غلظت گليسرول،
 ليتـری در فراينـد   ۲انسانی به فضای پری پلاسمی باکتری اشريشياکلی نوترکيب در يک بيوراکتـور هـم زن دار    

 متغير در سه سطح از طرح آزمايش به روش تاگوچی استفاده   برای بهينه سازی چهار   . تخمير ناپيوسته مطالعه شد   
 ميلی مولار ماده القا کننده و القا در ساعت شـشم        ۵/۰ گرم در ليتر گليسرول،      ۴۰پس از بهينه سازی غلظت      . شد

 و کـاهش  GM-CSFوجود ساکاروز در محيط کشت باعث تغيير شـکل     . تخمير به عنوان نقاط بهينه بدست آمدند      
 انسانی توليد شده در پری پلاسم بـاکتری اشريـشياکلی و بهـره          GM-CSFدر شرايط بهينه ميزان   . توليد آن شد  

  ميلی گرم در ليتر در ساعت  بدست آمد۴۵/۶ ميلی گرم و ۷۱دهی حجمی فرايند به ترتيب 

 

  نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران 
  
  

  دانشگاه علم و صنعت ايران
 ۱۳۸۳ آذر ماه ۳-۵

در انسانی  GM-CSF  ترشحیبهينه سازي توليد
   با استفاده از اشريشياکلی نوترکيبفرايند ناپيوسته

  
 و سيد عباس ٢، جعفر توفيقي داريان١،  باقر يخچالي١*سيد صفاعلي فاطمي

  ٢شجاع الساداتي
  پژوهشکده صنعت و محيط زيست،، فن آوریملي مهندسي ژنتيك و زيستپژوهشگاه  . ۱

  زيست فرايندگروه 
   دانشگاه تربيت مدرس ، دانشكده فني و مهندسي ، گروه بيوتكنولوژي. ۲

 sfatemi@nrcgeb.ac.ir 
 

mailto:sfatemi@nrcgeb.ac.ir


IChEC9 

 
    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸محور علمي 

  
 

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳ مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران، نهمين کنگره ملی 

٣١٥٤

  مقدمه
 كيلو ٣٥ تا ١٤يك گليكوپروتئين ١)GM-CSF(فاکتور تحريک کننده کلنی های گرانولوسيت و ماکروفاژ 

ين ا .)۱(تواند تكثير و تمايز سلولهاي زاينده گرانولوسيت و ماكروفاژ را تحريك كند مي است كه دالتوني
  ولول هاي خوني، درمان سندرم هاي نقصان مغز استخوان كمي تعداد سپروتئين در درمان بيماريهايي نظير

  .)۲(ی رود به كار مافزايش تعداد و توان گرانولوسيتها در بيماران ايدزي
در موقعيت های مختلف    و قابليت بيان پروتئين     خصوصيات مشخص  ،شياكلي بواسطة رشد سريع   ياشرباكتري  

 يكي از مناسبترين ميزبانهـا بـراي   ال به محيط کشت پری پلاسم، سطح سلول و انتق      ،سلولی نظير سيتوپلاسم  
بـا اسـتفاده از      ١٩٨٧ در سـال     بـراي اولـين بـار      انساني   GM-CSF بيان. )۳(توليد پروتئينهاي نوتركيب است   

 در سـالهای اخيـر مطالعـاتی روی کلونينـگ و بيـان ايـن پـروتئين در           .)۴(باكتري اشرشياكلي انجـام گرفـت     
  ).۷-۵(ه است اشريشياکلی نوترکيب در کشور انجام شدسيستمهای بيانی مختلف باکتری

اين فـضا   . يکی از موقعيت های مناسب برای بيان پروتئين در باکتری اشريشياکلی، فضای پری پلاسمی است              
 ترشح پـروتئين هـدف بـه فـضاي       .بين غشای سيتوپلاسمی و ديواره سلولی باکتری های گرم منفی قرار دارد           

سبب تقويت ساختار پـروتئين   تسهيل فرايندهاي پايين دستي   ی است که علاوه بر    مطلوب پري پلاسمي راهكار  
  .)۳(و محافظت در مقابل تجزيه پروتئوليتيکی می شود

فرايند توليد پروتئينهای پری پلاسمی تابع عوامل مختلفی است که بايستی به نحو مطلوب ارزيابی و بهينه 
). ۸( اساسی برای شروع بهينه سازی متغيرهای توليد استانتخاب سويه مناسب يکی از قدمهای. سازی شوند

). ۹(ترکيب محيط کشت می تواند به طور موثر ميزان انتقال پروتئين به پری پلاسم را تحت تاثير قرار دهد
در متابوليسم سلولی وارد شده و بنابراين نسبت به گلوكز با سرعت کمتری نبع كربن به عنوان مگليسرول 

زمان القا و ميزان القا كننده . )۱۰(فرايند انتقال پروتئين به فضای پری پلاسمی بيشتر است زمان لازم برای 
 که معمولا در بهينه سازی توليد پروتئينهای نوترکيب مورد هستند ييعوامل مهمي در ميزان بيان ژنهاي القا

 کتری اشريشياکلی برای در محيط کشت باساکاروز  نظيریتركيباتاستفاده از . )۱۱(توجه قرار می گيرند 
گزارش پري پلاسمي  به فضای افزايش انتقال پروتئين ها و در نتيجه افزايش فشار اسمزي در پري پلاسم 

  ).۱۲(شده است 
در فرايند ناپيوسـته بـا اسـتفاده از    انسانی  GM-CSFه منظور بهينه سازي بيان پري پلاسمي در اين تحقيق ب 

 ، زمان القا، غلظت القا كننده و غلظت)گليسرول(غيرهاي ميزان منبع كربن يك بيورآكتور هم زن دار، تاثير مت     
  . قرار گرفتهبا استفاده از طرح آزمايش به روش تاگوچي مورد مطالع ساکاروز

  
  
  
  

                                                   
1- Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor  
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  مواد و روشها 
  ميکروارگانيسم

و  hgm-csf  هـای  داراي ژن (+)pET-26aحامـل پلاسـميد   E.coli BL21(DE3) بـاكتري مـورد اسـتفاده    
 اين  ).۷(ساخته شده استزيست فناوری   ملي مهندسي ژنتيك و      پژوهشگاه كه در    قاومت به کانامايسين بود   م

   .شد  درجه سانتي گراد  نگهداري مي-٧٠باكتري در دماي 
 محيط کشت
به ازای يک  گرم آگار ۱۵  وNaCl گرم ۱۰ گرم عصاره مخمر،    ۵پتون،  پ گرم   ۱۰ آگار حاوی    LBمحيط کشت   

 گرم ۳/۱۳حاوی مورد استفاده در فرمانتور محيط کشت . رای کشت باکتری در پليت استفاده شدبليتر محيط 
KH2PO4 ،۴ گــرم (NH4)2HPO4 ،۷/۱ ،گــرم ۲/۱ گــرم اســيد ســيتريک MgSO4.7H2O، ۱۰،گــرم پپتــون  

يلی  م۱/۱۴ با ترکيب (trace element)غلظتهای مختلفی از گليسرول به عنوان منبع کربن و عناصر کم مقدار
 CuCl2.2H2O ،۳ ميلی گـرم   MnCl2.4H2O  ،۵/۱ميلی گرم    CoCl2.6H2O  ،۱۵ ميلی گرم    EDTA  ،۵/۲گرم  

 ۸/۱۰۰ و Zn(CH3COO)2.2H2O ميلـی گـرم    Na2MoO4.2H2O  ،۸/۳۳ ميلی گـرم     H3BO3  ،۱/۲ميلی گرم   
ی مختلفـی از   در برخی آزمايشها ترکيب محيط کشت با غلظتها       .)۱۰(  در ليتر بود      Fe(III)citrateميلی گرم   

 .ساکاروز همراه بود
محيط فوق بدون پپتون ( آگار به محيط کشت معين LBبرای تهيه مايه تلقيح، کلنی رشد کرده روی پليت 

 دور در ۲۵۰ با سرعت oC۳۰ ساعت در دمای ۱۴منتقل شده و به مدت )  گرم در ليتر گليسرول۱۵با غلظت 
  . شدهم زدهدقيقه 

وگرم بر ميلی ليتر به عنوان عامل انتخابی به محيط کشتهای پليت و مايه  ميکر۳۰کانامايسين با غلظت 
  . دقيقه اتوکلاو شدند۱۵ به مدت oC ۱۲۱ محيط کشتها در دمای . تلقيح افزوده می شد

-GM با غلظتهای مختلف برای القا کشت و بيان پروتئين (IPTG)تيوگالاکتوپيرانوزيد -د-از ايزوپروپيل بتا

CSFده شد انسانی استفا.  

  فرمانتور 
 مجهـز بـه   NEW BRUNSWICK سـاخت شـرکت   Bioflo 3000 ليتـری  ۲برای انجام آزمايشها از فرمانتور 

 مـورد نظـر از طريـق برقـراری رابطـه      DOمقـدار  .  استفاده شـد DO، دور همزن، آنتی فوم و     pHکنترل دما،   
، OC۳۰ فرايند تخمير در دمـای  . منطقی بين سرعت هم زدن و اختلاط گازهای هوا و اکسيژن تنظيم می شد

۹/۶ pH  دور بر دقيقه  و ۹۰۰ تا۵۰۰، همزدن با دامنه DO غلظـت اشـباع اکـسيژن انجـام شـد      % ۴۰ معادل
)۱۳ .(  

  آناليزها
در  فرمانتور نمونه هایبا استفاده از اندازه گيري دانسيته نوري ساعتهای مختلف کشت  ميزان رشد باكتري در     

 معـادل  OD اندازه گيری وزن خشک باکتری نشان داد که هر يـک واحـد          . شد سیبرر نانومتر   ٦٠٠طول موج   
  از کشتهای القـا شـده  )۸ ( پري پلاسمي با استفاده از شوك اسمزي   hGM-CSF.  گرم سلول خشک است    ۵/۰



IChEC9 

 
    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸محور علمي 

  
 

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳ مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران، نهمين کنگره ملی 

٣١٥٦

در اين روش از شيب . شداندازه گيری  C4 مجهز به ستون    HPLCاستخراج و غلظت آن با استفاده از دستگاه         
  .)۱۰(به عنوان فاز متحرک استفاده شد  TFA/% ۰۱ و استونيتريل حاوی غلظتی آب

  بهينه سازی
  بـا  چهار متغير در سه سـطح که کسری از فاکتوريل کامل است برای بهينه سازی ) ۱۴(روش آماری تاگوچی    

 ـ         ۱ جدول. شد استفاده   L9آراية متعامد   استفاده از يک      و شهامتغيرها و سطوح مـورد نظـر بـراي انجـام آزماي
 . را نشان مي دهدL9 آراية متعامد ۲جدول 

  
  

 در فرايند ناپيوسته با hGM-CSF سطوح متغيرهای در نظر گرفته شده برای بهينه سازی بيان و انتقال ۱-جدول 
  استفاده از بيوراکتور هم زن دار

  نام متغير  سطوح متغيرها
٣  ٢  ١  

  ٤٠  ٣٠  ٢٠  )گرم بر ليتر(گليسرول 
  ٦  ٣  ٠  )ساعت(زمان القا 

  ١  ٥/٠  ٢٥/٠  )ميلی مولار(غلظت القا كننده 
  ٢٠٠  ١٠٠  ٠  )ميلی مولار(غلظت ساکاروز  

  
  
 

 در فرايند ناپيوسته با استفاده از بيوراکتور hGM-CSF  برای بهينه سازی بيان و انتقال L9 آرايه متعامد ۲-جدول 
  هم زن دار 

شمارة   متغيرهاي مورد آمايش
غلظت القا    القازمان  گليسرول   آزمايش

  كننده 
  غلظت ساکاروز 

١  ١  ١  ١  ١  
٢  ٢  ٢  ١  ٢  
٣  ٣  ٣  ١  ٣  
٣  ٢  ١  ٢  ٤  
١  ٣  ٢  ٢  ٥  
٢  ١  ٣  ٢  ٦  
٢  ٣  ١  ٣  ٧  
٣  ١  ٢  ٣  ٨  
١  ٢  ٣  ٣  ٩  

  
 .هر رديف از جدول فوق نشان دهنده شرايط به کاررفته برای يک آزمايش است
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  نتايج وبحث

، زمان القا، غلظت القا کننده و ساکاروز بـر ميـزان         )منبع کربن  (تاثير متغيرهای غلظت گليسرول   برای بررسی   
 آزمايش با استفاده از ۹ انسانی به فضای پری پلاسمی در فرايند ناپيوسته در مجموع       GM-CSFبيان و انتقال    

ط بر اساس نتايج حاصل از بررسی رشد و اندازه گيری غلظت   -۱الف تا   -۱نمودارهای  . طرح تاگوچی انجام شد   
GM-CSFانسانی در پری پلاسم بدست آمده است .  

   hGM-CSFتعيين تاثير كلي هر يك از متغيرهاي مورد بررسي در بهينه سازي فرآيند توليد 
 پري GM-CSFميزان توليد ) ۲جدول ( بر مبنای طراحی هر آزمايش د كههدمی  نشان  فوقنمودارهای
مقدار بيشينه توليد در به عبارت ديگر . کندي به صورت تابعي از زمان تغيير ممتفاوت بوده و پلاسمي 

يرها به  براي تعيين تاثيركلي هر يك از متغبنابراين. ه است گانه حاصل شد۹ساعتهاي مختلفي از آزمايشهاي 
  .دصورت زير عمل ش

  داده هاي هر آزمايشبرازش با استفاده از انسانی  GM-CSFتعيين معادله تجربي توليد ) الف   
 آزمايشهاي هم  مدلهای بدست آمده مربوط بهثير كلي هر متغير با استفاده از ميانگين نتايجمحاسبه تا) ب
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 با شرايط  ناپيوسته پري پلاسمي در بيوراكتورGM-CSF توليد  و نوتركيباشريشياکلینمودار رشد -۱ شكل
  بهينه سازي) الف تا ط (۹تا  ١شماره های آزمايش 

  ين معادله تجربي براي هر آزمايشتعي) الف
 EXCELLدر آزمايشهاي مختلف نرم افزار انسانی  GM-CSFبراي برازش داده هاي تجربي مربوط به توليد 

 و بالاتر برازش مي ٥نتايج نشان داد كه اغلب داده ها در چند جمله ايهاي با مرتبه . مورد استفاده قرار گرفت
  . معادله اي نيز حاصل نشدنابراين ب، محصولي بدست نيامد٨زمايش شماره چون در آ) . ۹ تا ۱معادلات ( شوند

  
T1 = 0.0051x5 - 0.0809 x4 + 0.3263 x3 + 0.4593 x2 - 2.1329 x + 1.31335 )١(  

T2 =-0.002x6+ 0.0232x5 + 0.2952 x4 - 5.619 x3 + 28.127 x2 - 46.672 x + 29.069 )٢(  

T3  -0.2155 x2 + 6.6202 x - 0.8571 )٣ (  

T4 =-0.0001x6+ 0.006 x5 - 0.1196 x4 + 1.0959x3- 4.6214 x2+ 9.1314 x - 5.7741  ( )۴  

T5 =0.0025x6- 0.0868x5+ 1.1424 x4-7.0242 x3 + 19.58 x2- 19.005x + 10.363                           )۵(  

T6 = 9.8x - 5.5667                                                                                                                 
)۶(  

T7 =-0.0002 x6+ 0.0106 x5- 0.1968 x4+ 1.7453x3- 7.697x2+ 16.852x- 10.723                     )٧(  

T8=0                                                                                                                                       
)٨(  

T9=14.438exp (0.4061x)                                                                                                      
)٩(  

آمده مربوط به محاسبه تاثير کلی هر متغير با استفاده از ميانگين نتايج مدلهای بدست )ب
  آزمايشهای هم وضعيت
 نتيجه آزمايشهاي با سطح يكسان از يك متغير متوسط گيري و داده هاي حاصل بر ،براي تعيين تاثيرات كلي

 ، (YGc1-YGc3)گليسرولغلظت  مربوط به تاثير كلي ۱۲ تا ۱۰ معادلات. اساس تابعي از زمان رسم شد
 نيز به ۲۱ تا ۱۹  و۱۸  تا۱۶  معادلاتو  (YIt1-YIt3) ن القا زماکلی مربوط به تاثير ۱۵  تا۱۳معادلات 

 در سطوح مختلف (YSC1-YSc3) و غلظت ساکاروز(YIc1-YIc3) ترتيب مربوط به تاثير غلظت القا كننده
  .مي باشند

YGc1 = 1 / 3  (T1 + T2 + T3) (١٠)  
YGc2 = 1 / 3  (T4 + T5 + T6) )١١(  
YGc3 = 1 / 3  (T7 + T8 + T9) )١٢(  
YIt1 = 1 / 3  (T1 + T4 + T7) )١٣(   
YIt2 = 1 / 3  (T2 + T5 + T8)  )١۴(   
YIt3 = 1 / 3 (T3 + T6 + T9)  )١۵(   
YIc1 = 1 / 3 (T1 + T6 + T8)  )١۶(   
YIc2 = 1 / 3 (T2 + T4 + T9)  )١٧(   
YIc3 = 1 / 3 (T3 + T5 + T7)  )١٨(  
YSc1 = 1 / 3 (T1+ T5 + T9)  )١٩(   
YSc2 = 1 / 3 (T2 + T6 + T7 )٢٠                                (  
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YSc3 = 1 / 3 (T3 + T4 + T8) )٢١(  
 

. نظر در سطح اشاره شده را نشان مي دهد رفتار متغير مورد) ۲۱ تا ۱۰( هر يك از معادلات حاصله رسم
بتري  از منبع  گرم در ليتر گليسرول سطح مناس٤٠ ملاحظه مي شود غلظت الف-۲همانطور كه در شكل 

.  گرم در ليتر مي باشد و لذا به عنوان نقطه بهينه در نظر گرفته شده است٣٠ و ٢٠كربن نسبت به غلظتهاي 
-GM گرم در ليتر گليسرول برای باکتری اشريشياکلی نوترکيب مولد ۴۰آزمايشها نشان می دهند که غلظت 

CSFر ميزان توليد  تاثير زمان القا بب-۲شكل .  انسانی مهار کننده نيستhGM-CSF پري پلاسمي است و 
  .القا در زمانهاي بالاتر را پيشنهاد مي كند
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 ٦ و ٣, ٠ زمان القا در سطوح ،)الف ( گرم در ليتر٤٠ و ٣٠, ٢٠ گليسرول در سطوح های تاثير كلي متغير-۲كل ش

 غلظت و ) ج (ميلي مولار ١ و ٥/٠ ،٢٥/٠ در سطوح IPTG  غلظت القا كننده،)ب (تخمير پس از شروع ساعت
 در مجموعه آزمايشهای بهينه  پري پلاسميGM-CSFبر توليد ) د( ميلي مولار ٢٠٠ و ١٠٠ ،٠ساکاروز در سطوح 

  سازی در بيوراکتور ناپيوسته
  

اثيرات كلي غلظت القا ت. القا در زمانهای پايين تر سبب جذب انرژی سلول و ممانعت از رشد آن می شود
 ميلي مولار سبب توليد حداكثر ٥/٠ه در سطوح مختلف نشان مي دهد كه القا با استفاده از غلظت نهائي كنند

GM-CSFکاهش توليد .  پري پلاسمي مي شودGM-CSF در غلظتهای بالاتر IPTG را می توان به سميت 
را لتهاي بدون ساکاروز  سطح صفر يعني حا،نتايج حاصل از بررسي رفتار تاثير غلظت ساکاروز نيز. آن ربط داد

)الف)                                                            (ب                 (  

)ج          ()                                                  د             (  
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اين امر ناشي از خروج پروتئين از سلول و تغيير شكل آن در اثر وجود . به عنوان نقطه بهينه معرفي نمود
   . می باشد۹ بررسی نتايج نشان داد که سطوح بهينه متغيرها معادل شرايط آزمايش شماره .)۱۰(بودساکاروز 

  نتيجه گيری
 ميلـی مـولار   ۵/۰م در ليتر گليسرول و القا در سـاعت شـشم بـا غلظـت              گر ۴۰در شرايط بهينه يعنی غلظت      

IPTG     ميلی گرم  ۷۱ بدون حضور ساکاروز GM-CSFسـاعت  ۱۱ يک ليتـر محـيط کـشت در مـدت     ی به ازا 
  .  حاصل شد
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