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محيطهای کشت معين دارای مزايای زيادی نسبت به انواع نيمـه پيچيـده و پيچيـده بـرای توليـد پروتئينهـای                  
در اين تحقيق تاثير اسيدهای آمينه سرين، لوسين، گلوتاميک اسيد، اسپارتيک اسيد و     . نوترکيب دارويی هستند  

 باکتری اشريـشياکلی نوترکيـب در يـک محـيط      به فضای پری پلاسمی hGM-CSFفنيل آلانين بر بيان و انتقال       
نتايج نشان داد که افزودن اسيدهای آمينه بر اساس موازنه جرمی، پس از القـای               . کشت معين بررسی شده است    

 ۵/۲ پری پلاسمی شده و بـازده رشـد سـلولی را          hGM-CSFکشت سبب جبران ضعف سلول برای بيان و انتقال          
 می دهد برابر افزايش

 

  ملی مهندسی شيمی ايراننهمين کنگره  
  
  

  دانشگاه علم و صنعت ايران
 ۱۳۸۳ آذر ماه ۳-۵

 hGM-CSFاثير اسيدهای آمينه بر بيان و انتقال ت
  در فرايند کشت ناپيوسته

  
   و باقر يخچاليمهدی دشتبان، کيانی، جعفر *سيد صفاعلي فاطمي

 گروه  پژوهشکده صنعت و محيط زيست،، فن آوریملي مهندسي ژنتيك و زيستپژوهشگاه 
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  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  
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  مقدمه
، بـا ترکيـب    ١معـين يـا    شيميايي مشخصبا تركيب دسته سه،  آنها را به      كشتهاي   بر اساس طبيعت محيط   
 هـاي   در محـيط  . كننـد   بندي مي  يم تقس ٣ غيرمشخص يا پيچيده   با تركيب شيميايي  و   ٢شيميايی نيمه پيچيده  

 .باشـد  ميو ثابت كاملاً مشخص محيط كشت   و غلظت مواد مغذي       تركيب شيميايي  ، شيميايي مشخص   كشت
متغيـر اسـت كـه    ، نامشخص و  پيچيدهنيمه و پيچيده  كشتهاي   تركيب شيميايي و كيفيت محيط   ،در مقابل 

 شـيميايي   هـاي كـشت   اسـتفاده از محـيط  . شود اين عامل موجب كاهش تكرارپذيري فرايندهاي تخميري مي   
امکـان  توان به  كه از آن جمله مي باشد  پيچيده مي كشت هاي مشخص داراي مزاياي متعددي نسبت به محيط  

بهتر شرايط تخمير، بهبـود عمليـات افـزايش     رلكنت و  گيري اندازه  افزايش تكرارپذيري و ثبات فرايند تخمير،
 كـرد   اشاره(GMP) ٤ عمليات توليد بهينهمقررات  با قوانين وتو مطابق دستي ينمقياس، بهبود فرايندهاي پاي

   .)۲و۱(
 كيلـو  ٣٥ تـا  ١٤يـك گليكـوپروتئين   ٥)GM-CSF(فاکتور تحريک کننده کلنی های گرانولوسيت و ماکروفـاژ     

يـن  ا .)۳(تواند تكثير و تمايز سـلولهاي زاينـده گرانولوسـيت و ماكروفـاژ را تحريـك كنـد       مي است كه دالتوني
  و كمي تعداد سلول هاي خوني، درمان سندرم هاي نقصان مغز اسـتخوان          پروتئين در درمان بيماريهايي نظير    

  .)۴(ی رود به كار مافزايش تعداد و توان گرانولوسيتها در بيماران ايدزي
 در موقعيـت هـای      و قابليـت بيـان پـروتئين        خصوصيات مـشخص   ،شياكلي بواسطة رشد سريع   ياشرباكتري    

 يكـي از مناسـبترين      پری پلاسم، سطح سـلول و انتقـال بـه محـيط کـشت              ،مختلف سلولی نظير سيتوپلاسم   
   .)۵(ميزبانها براي توليد پروتئينهاي نوتركيب است

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

سبب تقويت ساختار پـروتئين   تسهيل فرايندهاي پايين دستي   ی است که علاوه بر    مطلوب پري پلاسمي راهكار  
 انتقـال پروتئينهـا از سـيتوزول بـه     بـراي مـسير  چند   .)۵(و محافظت در مقابل تجزيه پروتئوليتيکی می شود

 مـسير وابـسته بـه ذره شناسـاگر    ، SecBمسير وابسته بـه  : که عبارتند از شناسايي شده  پری پلاسمیفضای

(SRP) مسير وTwin-Arg كه اخيراً مورد بررسي قرار گرفته است  .  
 در بالادست ژن مولد پروتئين هـدف   pelB پپتيد نشانهبه عنوان مثال زمانی که از     (SecBدر مسير وابسته به     

 ي بـه ناحيـة بـالغ پـيش پـروتئين متـصل شـده و آن را بـه غـشا         SecBچـاپرون   ابتـدا  ،) شـود  استفاده مـی  
 پروتئينـي اسـت بـا خاصـيت     SecA.  هـدايت مـي كنـد    SecAسيتوپلاسمي و در مجاورت پروتئين سـطحي 

ATPase  هاي سطحي غشا كه به پپتيد نشانه و ناحية بالغ پيش پروتئين متصل شده و انـرژي          پروتئين و و جز
چرخـة   .نمايـد   تـأمين مـي  SecYEG را براي انتقال پيش پروتئين به كانال عرضـي  ATP از هيدروليز حاصل

                                                   
1- Chemically defined  or synthetic media 
2 - Semi complex 
3 - Undefined or complex media 
4-  Good manufacturing practice 
5- Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor  
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  از پيش پروتئين تـا زمـاني   SecAانفصال  و ATP به پيش پروتئين، اتصال و هيدروليز  SecAتكراري اتصال
  .)۶ (كه كل پيش پروتئين از عرض غشاء عبور كند، ادامه مي يابد

ايی چون بهينه سازی محيط و روش کشت، اصلاح سويه ميزبـان و کنتـرل سيـستم بيـانی              معمولا از راهکاره  
در بـسياری از مـوارد محـيط کـشتهای     ). ۷(برای بهينه سازی توليد پروتئين های نوترکيب استفاده می شود       

سمی اغلب اما در توليد پروتئينهای پری پلا). ۸(معين جوابگوی بيان بالا در پروتئينهای سيتوپلاسمی هستند    
انتقال پروتئين به فضای پری پلاسـمی يـک     ). ۹(محيط کشتهای پيچيده و يا نيمه پيچيده استفاده می شود           

فرايند انرژی خواه است و در برخی موارد محيط کشت معين قادر به تامين اين انرژی نيست و بايستی محيط            
در برخـی از تحقيقـات   ). ۹( سـازی شـود      کشت با استفاده از ترکيباتی مثل عصاره مخمر، پپتون و غيره غنی           

برای افزايش بيان پروتئينهای سيتوپلاسمی نوترکيب از افـزايش جهـت دار اسـيدهای آمينـه اسـتفاده شـده                 
  ).۱۱ و ۱۰(است

  به فضای پری پلاسمی با استفاده از محيط کـشت معـين  hGM-CSFپژوهشهای گذشته نشان داد که انتقال    
بنابراين در اين تحقيـق تـاثير افـزايش جهـت دار     ). ۹( امکان پذير نيست )بنبه عنوان منبع کر (حاوی گلوکز   

  .بررسی شده است برای دستيابی به يک محيط کشت معين hGM-CSFاسيدهای آمينه روی بيان و انتقال 
  

  مواد و روشها
  ميکروارگانيسم

و مقاومت  hgm-csf ی ها داراي ژن (+)pET-26aحامل پلاسميد E.coli BL21(DE3) باكتري مورد استفاده
 ايـن   ).۱۲(سـاخته شـده اسـت   زيـست فنـاوری    ملي مهندسي ژنتيـك و    پژوهشگاه كه در    به کانامايسين بود  
   .شد  درجه سانتي گراد  نگهداري مي-٧٠باكتري در دماي 

 محيط کشت
يک به ازای  گرم آگار ۱۵  وNaCl گرم ۱۰ گرم عصاره مخمر،    ۵پتون،  پ گرم   ۱۰ آگار حاوی    LBمحيط کشت   

حـاوی  مـورد اسـتفاده در فرمـانتور     )F (محـيط کـشت  . برای کشت باکتری در پليت استفاده شد     ليتر محيط   
 گليسرول بـه عنـوان منبـع         گرم MgSO4.7H2O، ۴۰ گرم   2HPO4  ،۲/۱(NH4) گرم   KH2PO4  ،۶گرم  ۹۶/۱۹

، CoCl2.6H2O ميلی گـرم  EDTA ،۵/۲ ميلی گرم ۱/۱۴ با ترکيب (trace element)کربن و عناصر کم مقدار
ــرم  ۱۵ ــی گ ــرم MnCl2.4H2O ،۵/۱ميل ــی گ ــرم CuCl2.2H2O ،۳ ميل ــی گ ــرم H3BO3 ،۱/۲ ميل ــی گ  ميل

Na2MoO4.2H2O  ،۸/۳۳    ميلی گرم Zn(CH3COO)2.2H2O   ميلـی گـرم      ۸/۱۰۰ و Fe(III)citrate   در ليتـر  
 به oC ۱۲۱ تها در دمای محيط کش.  گرم در ليتر پپتون غنی شد۱۰يکی از کشتها  با استفاده از غلظت . )۱۳(بود 

 . دقيقه اتوکلاو شدند۱۵مدت 
محيط فوق بـدون پپتـون بـا    ( آگار به محيط کشت معين LB پليت ازبرای تهيه مايه تلقيح، کلنی رشد کرده      

 دور در ۲۵۰ بـا سـرعت   oC۳۰ ساعت در دمـای      ۱۴منتقل شده و به مدت      )  گرم در ليتر گليسرول    ۱۵غلظت  
  . برای تلقيح به فرمانتور استفاده شد بذر حاصل. شدهم زدهدقيقه 
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 ميکروگرم بر ميلی ليتر به عنوان عامل انتخابی بـه محـيط کـشتهای پليـت و مايـه                    ۳۰کانامايسين با غلظت    
  . تلقيح افزوده می شد

 ميلی مولار برای القا کشت و بيان پروتئين ۵/۰ با غلظت (IPTG)تيوگالاکتوپيرانوزيد -د-از ايزوپروپيل بتا  
GM-CSFاسيدهای آمينه مورد نظر در زمان القای کشت به همراه .  انسانی استفاده شدIPTG به فرمانتور 

 ميکرون استفاده ۲/۰ و اسيدهای آمينه از فيلتر استريل IPTG برای استريل نمودن کانامايسين، .اضافه شدند
  .شد

  فرمانتور 
 مجهـز بـه   NEW BRUNSWICK شـرکت   سـاخت 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  ه  و  دور بر دقيق۹۰۰ تا۵۰۰، همزدن با دامنهDO غلظـت اشـباع اکـسيژن انجـام شـد      % ۴۰ معادل
)۱۴ .( 

  آناليزها
 فرمـانتور  نمونه هـای با استفاده از اندازه گيري دانسيته نوري   ساعتهای مختلف کشت    ميزان رشد باكتري در      

 معادل OD اندازه گيری وزن خشک باکتری نشان داد که هر يک واحد       . شد بررسی نانومتر   ٦٠٠در طول موج    
  از کشتهای القا شده    )۱۵ ( پري پلاسمي با استفاده از شوك اسمزي       hGM-CSF. م سلول خشک است    گر ۵/۰

 روش دانسيتومتری ژل الکتروفورز، درصد نسبی آن در مجموعه پروتئينهـای محلـول        استخراج و با استفاده از    
  .پری پلاسمی تعيين شد

  
  نتايج و بحث

 را hGM-CSFو نموده در محيط كشت معين رشد ترکيب نوداد كه سويه می بررسي مطالعات گذشته نشان   
 اما نتايج شوك اسمزي نشان داد كه پروتئين بيان شده در اين شرايط قابل استخراج نبوده و .دنبيان مي ك

و براي بررسي . احتمالا سلول توان لازم براي پردازش و انتقال كامل پروتئين به فضاي پري پلاسمي را ندارد
که د ا نتايج نشان د.غنی سازی شدعصاره مخمر و پپتون  پژوهشی محيط کشت توسط مشکل طیاين رفع 
 بنابراين محيط کشت با .)۹(موثر است به فضاي پري پلاسمي  hGM-CSF پردازش و انتقال درپپتون تنها 

از آنجا که ترکيب محيط ). ۱۳(در تحقيقات بعدی استفاده شد ) پپتون+ محيط معين(ترکيب نيمه پيچيده 
بنابراين در اين . کشتهای نيمه پيچيده به خوبی روشن نيست، قدرت مانور و تکرار پذيری فرايند کم می شود

  .تحقيق سعی شده تا ترکيب پيچيده پپتون با مقادير مشخصی از اسيدهای آمينه جايگزين شود
  در محيط کشت معينhGM-CSFبررسی نمودار رشد، بيان و انتقال 

 ليتری توسط بذر ۲ با ترکيب شيميايی مشخص در يک بيوراکتور Fايش محيط کشت انجام اين آزمبرای   
 ميلی ۵/۰ رسيد از غلظت ۷ کشت به حدود ODزمانی که .  ساعته تلقيح و رشد باکتری در آن رديابی شد۱۴

 نمودار رشد سلولی در.  برای القای کشت استفاده و پس از حدود سه ساعت فرايند خاتمه يافتIPTGمولار 
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 ۱۳ گرم بر ليتر می باشد که طی ۸اين فرايند نشان داد که حداکثر وزن خشک سلولی در اين حالت، حدود 
بررسی بيان پروتئينهای پری پلاسمی، پس از القای کشت نشان ). ۱شکل (ساعت تخمير حاصل شده است 

 بيان hGM-CSFعمل  به فضای پری پلاسمی کم توان بوده و در hGM-CSFداد که سلول در بيان و انتقال 
  .  درصد از کل پروتئينهای پری پلاسمی را شامل شده است۱۵شده 

  )پپتون + Fمحيط (نيمه پيچيده  در محيط کشت hGM-CSFبررسی نمودار رشد، بيان و انتقال 
 گرم بر ليتر ۱۰  شرايط اين آزمايش نيز مشابه فرايند قبلی بود با اين تفاوت که در اينجا پپتون با غلظت 

نمودار رشد سلولی در اين شرايط نشان داد که وزن خشک . استفاده شد) ۹(رای غنی سازی محيط کشت ب
بررسی دانسيتومتری ژل الکتروفورز از نمونه ). ۱شکل ( گرم در ليتر افزايش يافته است ۲۰باکتری تا حدود 

  ).۲کل ش( را معادل باند استاندارد نشان می دهد hGM-CSF درصد ۲۰پری پلاسمی، وجود 
   در محيط کشت معين غنی شده با اسيدهای آمينهhGM-CSFبررسی نمودار رشد، بيان و انتقال 

  : برای انجام اين کار ابتدا فرضيات زير در نظر گرفته شده است
 را برای انتقال Secاستفاده از مسير وابسته به  ،hgm-csf در بالادست ژن pelBوجود پپتيد نشانه ) الف

بنابراين انواع پروتئينهای ). ۱۶(ی پلاسمی در باکتری اشريشياکلی نوترکيب آشکار می کندپروتئينهای پر
Sec) A ،B ،Y ،E و G (در فرايند انتقال درگيرند.  
 بخش مهمی از Sec به عنوان يک پروتئين خارجی، همزمان با پروتئين های مسير hGM-CSFبيان ) ب

  .انرژی سلول را دريافت می کند
  .است% ۱۰تئينهای غشايی درگير در انتقال پروتئينهای پری پلاسمی حداکثر ميزان پرو) ج
  .است% ۳۰ در باکتری نوترکيب حداکثر hGM-CSFميزان بيان ) د
 و Secبعد از القا توليد توده سلولی کم است و اسيدهای آمينه اضافه شده بيشتر صرف بيان پروتئينهای ) ه

hGM-CSF:pelBمی شوند .  
 و پروتئين دورگه Secفرضيات فوق، ترکيب اسيدهای آمينه مربوط به مجموعه پروتئينهای با توجه به   

hGM-CSF:pelBوزن ٦ از بانکهای اطلاعاتی استخراج و با استفاده از نرم افزار محاسبه گر خصوصيات پپتيد 
  ).۱جدول (مولکولی و درصد وزنی هر کدام از رشته های آمينواسيدی محاسبه شد

امی اسيدهای آمينه به محيط کشت مقرون به صرفه نبوده و اين کار در مقياسهای توليدی عملی افزودن تم  
همانطور که . بنابراين بايستی راهکاری را در پيش گرفت تا بتوان نتايج را در مقياس بالا استفاده نمود. نيست

خانواده تقسيم بندی  ۵ ملاحظه می شود اسيدهای آمينه بر اساس مسيرهای بيوشيميايی در ۱در جدول 
در اين تحقيق سعی شده تا در هر خانواده اسيد آمينه کليدی انتخاب و در محيط کشت استفاده . شده اند

  . بنابراين مسيرهای بيوشيميايی سنتز اسيدهای آمينه مورد مطاله قرار گرفت. شود
ه و به نظر ميرسد حـضور آن در  در خانواده پيروات سرين به عنوان پيش ساز دو اسيد آمينه ديگر عمل نمود      

در . بنابراين از خانواده پيروات، سرين انتخاب شد. محيط کشت سبب تسهيل فرايند بيوسنتز اين خانواده شود       
فسفوگليسرات مبنای انتخاب بر اساس بيشترين مقدار اسيد آمينه حاضر در پروتئينهای مجموعـه              -۳خانواده  

                                                   
6 - Peptide property calculator   
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Secو hGM-CSF:pelB بـه خـوبی روشـن اسـت کـه اسـيدآمينه لوسـين دارای        ۱ جدول با مراجعه به.  بود 
. در پروتئينهای مورد نظر مـی باشـد      ) Secدر مجموعه   % ۹/۹ و   hGM-CSF:pelBدر  % ۷/۱۳(بيشترين مقدار   

با نگاهی به مسيرهای بيوشيميايی سـنتز اسـيدهای    . فسفوگليسرات، لوسين انتخاب شد   -۳بنابراين از خانواده    
وتاميک اسيد مشخص شد که اسيد آمينه سرگروه نقش کليدی داشته و بـه نـوعی پـيش            آمينه در خانواده گل   

در عين . بنابراين از اين خانواده نيز گلوتاميک اسيد انتخاب شد    . ساز ساير اسيدهای هم خانواده خود می باشد       
در . م می نمايدحال درصد وزنی اين اسيد آمينه در پروتئينهای مورد نظر بالا است و دليل انتخاب آن را محک                

اسپارتات منشا ميگيرند و اگرچه مقـدار اسـيد آمينـه           -خانواده آسپارتيک اسيد نيز تمام اسيدهای آمينه از ال        
آسپارتيک اسيد در پروتئينهای مورد نظر پايين است ولی بـه واسـطه نقـش مهـم و کليـدی کـه دارد از ايـن         

گر نيستند بنابراين از بين آنها فنيـل آلانـين بـا            حلقوی پيش ساز همدي    اسيد آمينه های  . خانواده انتخاب شد  
  ر پروتئينهای مورد نظر انتخاب شدبيشترين حضور د

  
 با hGM-CSF:pelB و Sec تعداد، وزن مولکولی و درصد وزنی اسيدهای آمينه مربوط به پروتئينهای -۱جدول

  تفکيک در گروههای هم خانواده
hGMCSF:pelB Sec A, B, Y, E, G 

ino acid MW Amino acid 
no. 

MW* 
No W% Sec A Sec B Sec Y Sec E Sec G Total MW*n

o. W% 

           
PYROVATE FAMILY  8.9        8.0 

Ser 105 9 802 4.8 45 7 23 4 10 89 7770 4.2 
Gly 75 4 246 1.5 34 8 43 10 12 107 6128 3.3 
Cys 121 4 436 2.6 6 1 2 0 0 9 946 0.5 

3 PHOSPHO GLYSERATE FAMILY  23.3        21.8 
Ala 89 15 1085 6.5 48 12 41 18 14 133 9474 5.1 
Val 117 5 514 3.1 49 15 35 17 5 121 12703 6.8 
Leu 131 20 2280 13.7 68 15 48 19 13 163 18453  9.9 

GLUTAMIC ACID FAMILY  30.6        21.7 
Glu 147 13 1696 10.2 70 16 14 5 4 109 14090 7.6 
Gln 146 9 1171 7 34 10 21 2 4 71 9113  4.9 
Pro 115 13 1280 7.7 18 10 20 2 5 55 5359 2.9 
Arg 174 6 955 5.7 38 6 21 9 1 75 11733 6.3 

ASPARTIC ACID FAMILY   26.9        34.5 
Asp 133 4 478 2.9 64 8 7 2 2 83 9571 5.1 
Asn 132 4 474 2.8 73 5 10 2 7 97 11086 6 
Lys 146 7 915 5.5 60 3 17 4 5 89 11428 6.1 
Met 149 6 805 4.8 14 3 16 4 5 42 5528 3 
Thr 119 12 1231 7.4 46 8 25 11 8 98 9926 5.3 
Ile 131 5 915 3.5 80 7 45 9 7 148 16757 9 

CIRCULAR AMINO ACID FAMILY  12.4        14.6 
Phe 165 5 754 4.5 35 7 32 3 6 83 12236 6.6 
Tyr 181 3 508 3 37 5 15 2 1 60 9810 5.3 
Trp 204 2 390 2.3 4 0 4 3 1 12 2252 1.2 
His 155 3 429 2.6 14 1 4 1 0 20 2760 1.5 
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بر اساس دستيابی بـه  با توجه به فرضيات ج تا ه مقدار اسيدهای آمينه انتخاب شده با استفاده از موازنه جرم    
اين مقدار بيشتر از ميزان بدست آمده در عدم حضور اسـيدهای آمينـه در نظـر            ( گرم سلول خشک     ۱۲ود  حد

  ). ۲جدول (محاسبه شد ) گرفته شده است
 

  مقدار اسيدهای آمينه لازم برای افزايش به محيط کشت معين. -۲جدول 
g amino acid/l  w% in  

SecABYEG 
w% in 

hGM-SF:pelB 
Amino 

acid 
0.11 4.2 4.8 Ser  
0.30 9.9  13.4 Leu 
0.23 7.6 10.2 Glu 
0.08  5.1 2.9  Asp 
0.24 6.6  4.5 Phe 

  . آن را پروتئينهای کل سلول تشکيل داده اند% ۵۰محاسبه شده که  گرم وزن خشک سلولی ۱۲مقادير فوق بر اساس 
  
ه مورد نظر در هنگـام القـا بـه    م آزمايش به صورت مراحل قبلی بود با اين تفاوت که اسيدهای آمين  روند انجا   

بررسی نمودار رشد در اين آزمايش نشان داد که وجود اسيدهای آمينـه در محـيط          . محيط کشت اضافه شدند   
مقايـسه  ). ۱شـکل   (کشت سبب افزايش رشد شده و توده سلولی تا حد کشت حاوی پپتون بـالا رفتـه اسـت                    

د در محيط حاوی پپتون نسبت بـه دو محـيط   نمودار رشد در سه حالت مختلف نشان می دهد که سرعت رش         
از طرفی افزايش اسيدهای آمينه به محيط معين بازده توليد بيومس را تا حد محيط کـشت                 . ديگر بالاتر است  

بنابراين می توان گفت آن بخش از اسيدهای آمينـه کـه در شـاخه رشـد سـلولی      . نيمه پيچيده بالا برده است   
استخراج پروتئينهای پری پلاسمی از کشت حـاوی     . نی شده می باشند   مصرف می شوند بيشتر از حد پيش بي       

اسيدهای آمينه نيز نشان می دهد که حضور اسيدهای آمينه انتخـاب شـده در محـيط کـشت ضـعف سـلول                  
  ). ۲شکل ( به پری پلاسم را جبران نموده است hGM-CSFنوترکيب برای بيان و انتقال 
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در محيط کشتهای معين، حاوی پپتون و حاوی  hGM-CSFد کننده  نمودار رشد سلولی سويه تولي-۱شکل 
  اسيدهای آمينه

   
 پروتئينهای محلول در پری پلاسم باکتری اشريشياکلی نوترکيب مربوط به فرايندهای  از SDS ژلتصوير  -۲شکل 

  ناپيوسته با محيط کشتهای مختلف
  

نمونه پری پلاسمی از کشت : ۳از کشت در محيط معين، ستون    نمونه پری پلاسمی    : ۲، ستون   hGM-CSFاستاندارد  : ۱ستون  . 
  نمونه پری پلاسمی از کشت در محيط معين حاوی اسيدهای آمينه: ۴در محيط نيمه پيچيده حاوی پپتون، ستون 

  
 پـری پلاسـمی و وزن خـشک سـلولی در محـيط کـشتهای           hGM-CSF مقايسه ای بين درصـد       ۳در جدول   

 می شود که محيط معين حاوی اسيدهای آمينه علاوه بـر امکـان پـردازش و      ملاحظه. مختلف ارائه شده است   
  . برابر شده است۵/۲ی پلاسم باعث افزايش بازدهی رشد تا  به پرhGM-CSFانتقال بيشتر 

  نتيجه گيری
می تواند جايگزين مناسبی برای محيط پيچيده حـاوی پپتـون     اسيدهای آمينه   محيط کشت معين حاوی      -۱

  .  به فضای پری پلاسمی باکتری اشريشياکلی نوترکيب باشدhGM-CSFال انتقدر بيان و 
 شده علاوه بر تامين انرژی لازم جهت انتقال پروتئينها به پری پلاسم، باعث افزايش   اسيدهای آمينه افزوده   -۲

  .بازده رشد سلولی نيز شده اند
  . استفاده شودhGM-CSFمی تواند به خوبی در توليد اسيدهای آمينه   محيط کشت معين حاوی -۳

  
  تشکر وقدردانی

  .خانم مريم شاه علی برای همکاری در انجام آزمايشها تشکر مي کنيمآقای علی اصغر کارخانه و از 

  

 

       ۴           ۳              ۲                ۱  

hGM-CSF 
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