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Abstract  

Gravity is an influential force on living organisms on earth, including microorganisms. 

E. coli O157: H7 causes complications such as bloody diarrhea and hemolytic uremic 

syndrome in humans and immunization is the main way to fight it. Subunit B of Shiga-like 

toxin type 2 (STX2B), binding agent of bacterial toxin to target cells, is a candidate for the 

recombinant vaccine to prevent disease. Due to the quantitative and qualitative increase in 

the expression of some recombinant proteins under microgravity, the STX2B recombinant 

protein expression was examined under simulated microgravity conditions on clinostat 

device. After confirmation of the recombinant by immunological methods, its expression 

was performed under microgravity and after the protein purification by chromatographic 

column, its amount was measured. The results showed that despite the decrease in 

expression under microgravity, which was probably due to lack of proper aeration of the 

culture medium, recombinant protein was still produced under microgravity condition. 
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د  شرا ط  2ن ع  شیگ  شبه هتر ل گ سم بی ن

 میکر گرا  ت  

  3علی هاتف سلمانیان  و  2لوفر مصلاییین، *1فرمریم صلواتی 

   ، تهران، ایرانپژوهشگاه هوافضا، وزارت علوم، تحقیقات و فناوری -1

 شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم تحقیقات، تهران، ایران دانشکدة زیست  -2

 فناوری ایران، تهران، ایرانپژوهشکده زیست کشاورزی، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست-3

 salavati@ari.ac.irایمیل نویسنده مخاطب: *

 چکیده 

زمین    بر   تأثیرگذار   نیرویی   جاذبه  کره  ساکن  میکروارگانیسم جانداران  جمله  باکتری  از   E. coliهاست. 

O157:H7    سازی ایمن  و  نموده  ایجاد  انسان  در  را  همولیتیک  اورمی  سندرم  و  خونی  اسهال  مانند  عوارضی 
که عامل اتصال سم باکتری به    (STX2B)  2سم شبه شیگا نوع    Bترین راه مبارزه با آن است. زیر واحد  اصلی 
های هدف است، از کاندیدهای واکسن نوترکیب پیشگیری از بیماری است. نظر به افزایش کمیّ و کیفی سلول 

وزنی در شرایط بی   STX2Bمیزان بیان پروتئین نوترکیب  وزنی،  های نوترکیب در شرایط بی بیان برخی پروتئین 
های سازی شده بر روی دستگاه کلینواستت مورد بررسی قرار گرفت. پس از تأئید پروتئین نوترکیب با روش شبیه 

وزنی انجام شد و پس از تخلیص پروتئین توسط ستون کروماتوگرافی، مقدار آن ایمنولوژیک، بیان آن در شرایط بی 
وزنی که احتمالًا  رغم کاهش میزان بیان در شرایط بی مورد سنجش قرار گرفت. نتایج یافت شده نشان دادند که به 

 وزنی تولید شد. دلیل عدم هوادهی مناسب محیط کشت بوده است، هم چنان پروتئین نوترکیب در شرایط بی به 

STX2B   نوترکیب   پروتئین   همولیتیک،   اورمی   سندرم   ، E. coli O157:H7  باکتری   شده،   سازی   شبیه   وزنی بی   های کلیدی: واژه 
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 استادیار  . 1

 . دانشجوی دکتری2

 مقدمه

به  زنده  موجودات  زندگی  ویژگیمحیط  بر  مستقیم  حیاتطور    های 
آن،  تأثیر شرایط  در  تغییر  گونه  هر  و  بوده  اثر گذار  فرایندها  اکثر  بر 
جاذبه  گذارد.  می اهمیتبه نیروی  پر  فیزیکی  عامل  یک  در    عنوان 

ثیر به سزایی در رشد،  تأمحیط زیست جانداران ساکن بر کره زمین،  
آن متابولیسم  و  آنچه  تکامل  همانند  نیرو  این  تغییرات  و  دارد  ها 

می تجربه  خود  فضایی  سفر  طول  در  به  کنفضانوردان  منجر  ند، 
بی وزنی به عنوان  شود. به عبارت دیگر،  ها میتحولاتی در انواع سلول

ویژگی از  بسیاری  بر  فرد،  به  منحصر  و  خاص  محیط  های   یک 
جانداران  محیط  زیادی  ثیرات  تأ  عملکردی  این  اصلی  ویژگی  دارد. 

شامل   کمرسوب خاص  برشگذاری  تنش  ناچیز  ،  تلاطم  ی    اندکو 
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  در شرایط میکروگرویتی 2بیان سم شبه شیگا نوع   

 ژوهشی علوم و فناوری فضاییپ -فصلنامة علمی
 99 / ( 54)پیاپی  1401زمستانن  /4شمارة  / 15دورة 

ها نیز همانند سایر جانداران، تحت میکروارگانیسم. [1]محیط است 
شوند. کاهش را متحمل می زیادیوزنی، تغییرات بیثیر شرایط أت

ای از تغییرات ممکن است مجموعهها گرانش در میکروارگانیسم
ها فیزیولوژیکی نظیر شرایط و سرعت رشد، مقاومت به انواع استرس

ها، تغییر الگوی مصرف سوبستراها و همچنین از جمله آنتی بیوتیک
 .[2]های ثانویه را باعث شود تغییر در نوع و میزان متابولیت

 H157O:7سویه  )EHEC( 4باکتری اشریشیاکلی انتروهموراژیک
که از بوده انسان و دام  نیمشترک ب زای بیماری هایباکتری زءج

و  شودیبه انسان منتقل م به مدفوع دام، آلوده یآب و غذا قیطر
 یچون سندرم اورم یآورمرگ میعلاوه بر اسهال، با عوارض وخ

درصد بیماران مبتلا  5تا  3مرگ در  همراه است.  )HUS(  5 یتیهمول
دهد و عوارض شدیدی مانند نارسایی کلیه، فشار به این بیماری رخ می

درصد بیماران  30خون بالا و علائمی در سیستم مرکزی در بیش از 
های ناشی رمان بیماریمنظور پیشگیری و دبه. [3]قابل مشاهده است 

ای در زمینه تولید کاندید ، مطالعات گستردهE. coli: O157:H7از 
. سم شبه شیگا [4]است ثر توسط محققان در حال انجام واکسن مؤ

این باکتری مطرح  زاییعنوان عامل بیماریکه به (STX2) 2نوع 
و یک بخش پنج  STx2Aشامل یک زیرواحد سمی به نام  است

سمی با وظیفه اتصال به گیرنده، غیر (هموپنتامریـکتکراری مشابه )
 Gb3با اتصال به گیرنده سطح سلولی  STx2B. است STx2Bبه نام 

شود، باعث ورود بخش سمی های بدن بیان میکه روی اکثر سلول
از نظر  STX2Bگردد. بنابراین به درون سلول می STx2Aیعنی 
آن و زایی مهم بوده و از این رو، با تولید آنتی بادی علیه ایمنی
درون  به STx2Aتوان از اتصال و سپس ورود سازی سم میخنثی

. با توجه به ایجاد مصونیت پس از [5]سلول جلوگیری به عمل آورد 
ابتلا به این بیماری، کارایی واکسن علیه پیشگیری این بیماری اثبات 

سمی بودن زیر واحد علاوه بر این با توجه به غیر .[6]ده است ش
STx2B تواند به عنوان یکی از کاندیدهای و ایمنی زایی ذاتی آن، می
ایجاد ایمنی علیه این بیماری  واکسن نوترکیب برای برایمناسب 

 .[7]نظر گرفته شود در
صورت نوترکیب انقلابی در علم بیولوژی ها بهتولید پروتئین

گوناگون  مصارف باهای نوترکیب تقاضا برای پروتئینمولکولی بوده و 
به طور چشمگیری در ، واکسن و غیره دارواز جمله صنعتی، پزشکی، 

به تنهایی تولید، سنتی  هایروشتا حدی که  استحال افزایش 
های حال و آینده نخواهد بود. تاکنون جوابگوی این تقاضا برای نسل

های مهم با استفاده از فناوری نوترکیبهای تعداد زیادی از پروتئین
افزایش هایی برای کنند روشاند اما محققان تلاش میهولید شدنوین ت

ها، کیفیت بازده این محصولات ارائه داده و علاوه بر کاهش هزینه

                                                           
4 . Enterohemorhagic Escherichia coli 
5 . Heamolytic Uremic Syndrome  

بیان پروتئین، عواملی سازی بهینه در مسیر .ها را نیز بهبود بخشندآن
انتخاب بهترین ، بهینه سازی شرایط رشدمیزبان مناسب، انتخاب نظیر 

برای  های تمایلیبرچسب و رونویسی کنترل، ناقل برای بیان
 .  [8]اند ازی مورد توجه بیشتر قرار گرفتهسخالص

وزنی واقعی و شرایط بیاند که مطالعات زیادی ثابت نموده
باعث تغییراتی در سرعت رشد و  )SMG(  6سازی شدهشبیهوزنی بی

های ثانویه و همچنین تغییرات کلی در بیان ژن، تنظیم تولید متابولیت
 . [9] شده استها پروتئین و انتقال متابولیت

اولویت  وزنی، در حین پروازانجام مطالعات در زمینه بی اگرچه 
ضا دشوار انجام تحقیقات زیستی در شرایط واقعی فبیشتری دارند اما 

های فضایی وجود موریتو به دلیل مشکلات زیادی که در مأ بوده
، امروزه پذیریالا، زمان کوتاه و محدودیت تکرارمانند هزینه بدارد 

و  استسازی شده بر روی زمین مورد توجه های شبیهاستفاده از مدل
با توجه به  .[9]شود استفاده می طور گستردهبهانجام مطالعات  برای

 [10]ضا های نوترکیب در شرایط واقعی فافزایش بیان برخی پروتئین
محققان  ،[15-10, 2]سازی شده وزنی شبیهو همچنین بی

موجب  د که بهکنوزنی شرایطی را ایجاد میبیدند که گیری کرنتیجه
، هدایت گو به تنشهای پاسخآن انرژی سلولی به سمت تغییر بیان ژن

حفظ  برای سیر وقایع حفاظتی مانند بیوسنتز دیوارهشود. در این ممی
ر اسمزی تحمل تغییرات فشا منظوربهسلول و همچنین تولید ترکیباتی 

برخی ولید ت. نظر به افزایش بیان و کارایی [17, 16]گردد متمرکز می
 STx2Bوزنی و همچنین اهمیت بیهای نوترکیب در شرایط پروتئین

، در O157:H7سویه   E. coliناشی ازدر ایجاد ایمنی علیه بیماری 
ک سازی تولید این پروتئین کوچمنظور بهینهبه ،روپیشمطالعه 

سازی وزنی شبیهشرایط بیعنوان کاندید واکسن، میزان بیان آن در به
 شده مورد بررسی و آزمون قرار گرفت.

 روش بررسی

 210نوترکیب ) stx2Bحاوی قطعه ژن  pET28aمید بیانی پلاس
 از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری دریافت ،جفت باز(

حضور ژن  T7، با پرایمرهای عمومی PCRو با استفاده از روش 
stx2B پس از  .است ارائه شده 1 جدول در پرایمرها ید شد. توالیتأی

، با روش BL21(DE3)سویه   E. coliهای مستعدتهیه سلول
شیمیایی توسط کلرید کلسیم ورود پلاسمیدهای نوترکیب به داخل 

های واجد ها با استفاده از شوک حرارتی انجام گرفت. باکتریسلول
میکروگرم بر  50حاوی جامد  LBروی پلیت حاوی محیط  پلاسمید

کشت  منظور تهیهبه کشت داده شد. بیوتیک کانامایسینلیتر آنتیمیلی
 هب یک کلونی ،STx2Bبررسی بیان پروتئین نوترکیب  برای شبانه

6 . Simulated Microgravity 



 

   
 ناوری فضاییفعلوم و پژوهشی  -علمی ةفصلنام / 100 فر،  نیلوفر مصلایی وعلی هاتف سلمانیانمریم صلواتی   

 (54) پیاپی  1401زمستان  / 4 ةشمار / 15دورة 
 552) پیاپی  1401تابستان  / 2 ةشمار / 15دورة 

لیتر میکروگرم بر میلی 50حاوی مـایع  LBکشت  محـیط
میکرولیتر از کشت  500د. در روز بعد شتلقیح بیوتیک کانامایسین آنتی

بیوتیک حاوی آنتی LBلیتر محیط کشت میلی 50شبانه به 
(. 1:100( تلقیح شد )نسبت لیترمیلیمیکروگرم بر  50کانامایسین )

و هوادهی در شیکر با درجــه ســانتیگــراد  37در دمــای نگهداری 
پس از رسیدن جذب  و دور در دقیقه انجام شد 120-150سرعت 

از غلظت با استفاده  نانومتر( 600)در  6/0به حدود  نوری محیط کشت
( بیان کتوزیـددی گالا-ایزوپروپیل تیو بتا) IPTGیک میلی مولار 

ن بیان ثیر مدت زمان بر میزامنظور بررسی تأشد. بهپروتئین القاء 
 4ساعت،  2های ها در زمانآوری نمونهپروتئین، توقف بیان و جمع

ها توسط ساعت و یک شب پس از القاء انجام شد. رسوب سلولی نمونه
وش آوری و بیان پروتئین با رجمع( RPM5000دقیقه/  5سانتریفیوژ )

 د.شبررسی  (SDS-PAGE) درصد 12الکتروفورز روی ژل آکریل آمید  

 توالی پرایمرها -1جدول 

5'TAATACGACTCACTATAGGG3´ T7promoter 

5'GCTAGTTATTGCTCAGCGG3´ T7terminator 

یان پروتئین منظور مقایسه میزان ببه سازی زمان بیان،از بهینهپس 
از کشت  (،g 1زمین )وزنی نسبت به جاذبه طبیعی نوترکیب در شرایط بی

لیتر میکروگرم بر میلی 50 حاویمـایع  LB محـیطبه  شبانه
 د:شبه این شرح تلقیح  در سه ظرف بیوتیک کانامایسینآنتی

حاوی مـایع   LBحجم محیط  5/1لیتری حاوی میلی 50فالکون  .1
شرایط میکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک کانامایسین و  50

به عنوان دور در دقیقه  120-150هوادهی در شیکر با سرعت 
 محیط کشت استاندارد

میکروگرم  50حاوی مـایع   LBلیتری پر از محیطمیلی 50فالکون  .2
فاقد حباب بدون هوادهی در  بیوتیک کانامایسینلیتر آنتیبر میلی

 سازی شده بر روی دستگاه کلینواستت وزنی شبیهشرایط بی

 50حاوی مـایع   LBلیتری پر از محیطمیلی 50 فالکون .3
بیوتیک کانامایسین فاقد حباب بدون لیتر آنتیمیکروگرم بر میلی

 هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی

کاررفته در این تحقیق، از نوع دستگاه کلینواستت به
که از دفتر سازمان ملل متحد در امور فضای خارج محوره است تک

 واقع در نواستتیکلدر اختیار پژوهشگاه هوافضا قرارگرفته بود.  از جو
 یسرعت با و یآرام به کهدارد  یاصفحه و است یوزنیب سازهیشب کی

 ی )در جهت یا خلاف جهت عقربه ساعت(افق محور حول ثابت
 درجه 90 دارجهت منفرد محور کی حول چرخش لیدل به. چرخدیم

بر روی نمونه قرار گرفته  بردار جاذبه جهت ن،یزم جاذبه بردار به نسبت
 بردار نیانگیم رو نیا از و کندیم رییتغ کیتمیر صورتبهبر روی آن، 

های قرار نمونهدر واقع هر قدر  .شودیم کینزد صفر به اریبس جاذبه
تر باشند میزان خطا کمتر گرفته بر روی این دستگاه به مرکز نزدیک

اشاره  حقیقتکاربرد واژه میکروگراویتی در مطالعات به این خواهد بود. 
بلکه بسیار کوچک و  نبودهگرانش، کاملاً برابر صفر  یدارد که نیرو

در این پژوهش بر اساس فاصله  .[9و  18] باشندبه صفر می نزدیک
چرخش سانتیمتر( و سرعت  2ها از مرکز کلینواستت )مرکز فالکون

ساعت  دور در دقیقه در جهت چرخش عقربه 15دستگاه که بر روی 
 .[19] دشمحاسبه  g 005/0ده بود شتاب جاذبه شتنظیم 

درجه سانتیگراد و در  37ها در شرایط دمایی کلیه آزمایش
ها توسط آوری باکترید. در پایان پس از جمعشسه تکرار انجام 

ها با استفاده از بررسی نمونه(، RPM5000دقیقه/  5)سانتریفیوژ 
 .[20] انجام شد SDS-PAGEروش 

صورت هپروتئین بیانی، بررسی حضور آن ببا توجه به بیان بالای 
 (Inclusion bodies)ای محلول یا نامحلول در فرم اجسام توده

بیان  ر ابتدا رسوب سلولی حاصل از القایبررسی شد. به این منظو
( همگن  NaH2PO4 ،NaCl،Imidazoleکننده )لیز پروتئین، در بافر

قه و با دقی 2سپس توسط سونیکاسیون دو بار هر بار به مدت د. ش
شده و پس از های سلولی شکستهدیواره، %100 قدرت خروجی

د. محلول رویی حاوی شمحلول رویی جدا رسوب و سانتریفیوژ، 
های محلول )تحت عنوان فاز محلول( و رسوب، حاوی پروتئین

. رسوب حاصله استپروتئین به فرم نامحلول به همراه بقایای سلولی 
حل ر( مولا 8اوره  ،NaH2PO4 ،Tris-HCl)را در بافری حاوی اوره 

ده و پس از سونیکاسیون مانند مرحله قبل، به مدت یک ساعت در کر
گراد قرار داده شد. در انتها، درجه سانتی 37شیکر انکوباتور با دمای 

های نامحلول در محلول رویی )تحت پس از سانتریفیوژ، پروتئین
عنوان فاز نامحلول( قرار گرفته و بقایای سلولی در رسوب باقی ماند. 

  .[20]انجام شد  SDS-PAGEها با استفاده از روش ی تمام نمونهبررس
به منظور ، stx2Bدر ابتدای ژن  His-tag6گیری نشانه دلیل قراربه 

از ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی  ،نوترکیبتخلیص این پروتئین 
Ni-NTA  های نوترکیب موجود د. تخلیص پروتئینش)کیاژن( استفاده

در هر یک از فازهای محلول و نامحلول از مرحله قبل، به صورت 
. شدمجزا توسط ستون نیکل و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام 

آوری جمعصورت جداگانه به (E: Elution)در هر مرحله خروجی ستون 
 SDS-PAGEروش بررسی روند تخلیص پروتئین،  برای. [21]شد 

 مورد استفاده قرار گرفت.
منظور تأیید بیان پروتئین نوترکیب، از روش وسترن بلاتینگ به
 بادی بر علیه دنباله هیستیدینشد. در این آزمون از آنتیاستفاده 

(Anti His tag) متصل شده بهHRP  ردیابی  برایعنوان آنتی بادی به
های مورد آزمایش به پروتئین نوترکیب استفاده شد. تمامی نمونه

اضافه کنترل منفی آزمون )محیط کشت حاوی باکتری ولی بدون القاء( 
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ز یکدیگر تفکیک شده و سپس به طور کامل ابه SDS-PAGEتوسط 
گیری در بافر و قرار غشا یشستشو د. پس ازشمنتقل  PVDF غشای

جهت  Anti His tag مسدودکننده حاوی شیر خشک بدون چربی،
سازی از منظور آشکاربهردیابی پروتئین نوترکیب استفاده شد. 

 .[22] شد به عنوان سوبسترای آنزیم استفاده DABهای قرص
تعیین غلظت پروتئین نوترکیب، با استفاده  برایدر مرحله بعد، 

عنوان استاندارد، منحنی سیناژن( به :)سرم آلبومین گاوی BSAاز 
استاندارد به روش برادفورد ترسیم شد و سپس غلظت پروتئین تخلیص 

 . [20]د شنمودار تعیین  شده در مقایسه با

 جینتا یآمار لیتحل و هیتجز

ترسیم GraphPad Prism 8 افزار در انتها نمودارها با استفاده از نرم
ها مقایسه میزان بیان پروتئین برای، SPSSافزار آماری شدند و از نرم

نشان دهنده  p-value≤ 0.05د. مقدار شدر شرایط مختلف بررسی 
 نظرگرفته شد.ها دردار بین گروهاختلاف معنی

 هایافته
یک درصد محصول اختصاصی  الکتروفورز بر روی ژل آگارزروش با 

. با د شدتأیی، PCRتکثیر شده با روش  stx2Bمربوط به تکثیر ژن 
 stx2Bجهت تکثیر ژن  T7ه از پرایمرهای عمومی به اینکتوجه 

به انتهای ژن  bp150به ابتدا و  bp150استفاده شد به اندازه تقریبی 
جفت باز به قطعه ژنی  300ر تقریبی بنابراین به طو ده است.شاضافه 

جفت باز بر اساس مارکر  500اضافه شده و مشاهده باند حدودی 
 (. 1)شکل  بود stx2Bمولکولی، مؤید تکثیر ژن 

 

 100: مارکر 1. ستون PCRبا روش  stx2Bحضور سازه ژنی  تأیید  -1شکل 

 T7عمومی : محصول تکثیر ژن با پرایمرهای 2جفت بازی وزن مولکولی، ستون 

انجام  IPTGبیان پروتئین نوترکیب در ساعات مختلف پس از القاء با 
 4/11پذیرفت. با توجه به اینکه وزن مولکولی پروتیئن نوترکیب حدود 

استفاده و درصد  12آمید با غلظت آکریل، از ژل پلیاستکیلو دالتون 
از  ، پسSTx2Bد که بالاترین میزان بیان پروتئین نوترکیب شمشاهده 

  (.2یک شب بعد از القاء صورت پذیرفته است )شکل 

 
های در زمان STx2Bسازی بیان پروتئین نوترکیب بررسی و بهینه -2شکل 

ساعت پس از  2:  بیان 1-3های مختلف بر روی چند کلونی باکتریائی. ستون
: کنترل منفی حاوی ژن 5. نشانگر وزن مولکولی پروتئین، ستون 4القاء، ستون 

 9 هایساعت پس از القاء، ستون 4. :  بیان 8-6های ، ستونIPTGون القاء با بد
 : بیان یک شب پس از القاء10و 

وزنی بررسی بیان پروتئین در شرایط بی سازی زمان،پس از بهینه
سازی شده وزنی شبیهنجام شد. میزان بیان در شرایط بیسازی شده اشبیه

جاذبه  SDS-PAGEنسبت به جاذبه طبیعی زمین، به کمک روش 
(. نتایج نشان داد که بیان پروتئین 3د )شکل شمقایسه  طبیعی

نوترکیب در فالکون نیمه پر در شرایط جاذبه طبیعی به دلیل هوادهی، 
 بیشتر از بقیه حالات بود. 

 

 
: 1در شرایط مختلف به مدت یک شب. ستون  STX2Bبیان پروتئین  -3شکل 

: کنترل منفی 2القاء بیان درون فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی، ستون 
: بیان 4: مارکر پروتئین ، ستون 3، ستون IPTGبیان درون فالکون پر بدون القاء با 

درون  انیب ینفکنترل م: 5درون فالکون پر در شرایط بی وزنی شبیه سازی شده، ستون 
: بیان 6، ستون IPTG القاء با بدونپر در شرایط بی وزنی شبیه سازی شده  فالکون

: کنترل منفی بیان 7درون فالکون همراه با هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی ، ستون 
 IPTGدرون فالکون همراه با هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی بدون القاء با 
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 STx2Bشده یر کمیّ پروتئین نوترکیب بیانقادیابی به ممنظور دستبه
یا نامحلول، پس از تخلیص توسط های محلول در هر یک از حالت

های ، نمونهNI-NTAکروماتوگرافی میل جذبی با استفاده از ستون 
-SDS  آوری شده و ابتدا بر روی ژلخروجی از ستون جمع

PAGE(. 5و  4های بررسی شدند )شکل 

در ها با روش برادفورد تعیین و غلظتها سپس جذب نوری نمونه
(، تعیین 6)شکل  BSAمقایسه با منحنی استاندارد ترسیم شده توسط 

 (. 1شدند )جدول 

 

 

. Cفالکون پر فاقد هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی و . B. فالکون همراه با هوادهی و شرایط جاذبه طبیعی، Aخالص سازی پروتئین نوترکیب در فاز نامحلول.  -4شکل 

 : مراحل خالص سازی(.8تا  4: شستشو، 3: مارکر پروتئین، 2: محلول عبوری از ستون، 1ها به ترتیب شامل فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط بی وزنی )ستون

 

. Cو  . فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط جاذبه طبیعیB. فالکون همراه با هوادهی و شرایط جاذبه طبیعی، Aخالص سازی پروتئین نوترکیب در فاز محلول.  -5شکل 

 : مراحل خالص سازی(.7تا  4: شستشو، 3: مارکر پروتئین، 2محلول عبوری از ستون، : 1ها به ترتیب شامل ستون) فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط بی وزنی

 

های منحنی استاندارد برادفورد ترسیم شده توسط غلظت -6شکل 

 BSAمختلف 

بیان شده در )میکروگرم/میلی لیتر( میانگین محتوای پروتئینی  -2جدول 

 شرایط مختلف

انحراف 

 معیار

محتوای  میانگین

 پروتئین
 شرایط نمونه فاز

 حاوی محیط کشتفالکون  محلول 131 28/6
همراه با هوادهی در شرایط 

 جاذبه طبیعی
 نامحلول 275 96/7

در فالکون پر فاقد هوادهی  محلول 97 01/1
 نامحلول 129 37/0 شرایط جاذبه طبیعی

در فالکون پر فاقد هوادهی  محلول 63 19/0
سازی وزنی شبیهشرایط بی

 شده
 نامحلول 122 56/1
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های تولیدی در تیمارهای مختلف. میزان غلظت پروتئین پروتئین -7ل شک

در شرایط مختلف، اختلاف  Native)نوترکیب تخلیص شده با روش محلول )
 (.(P≤0.05, Mann-Whitney U testمعنی دار  نشان داد 

 p-value is less than 0.001)(: ***) (****): p-value is less than 0.0001,.) 
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های تولیدی در تیمارهای مختلف. میزان غلظت پروتئین پروتئین -8شکل 

در شرایط مختلف،  (Denature)نوترکیب تخلیص شده با روش نامحلول 
 (.(P≤0.05, Mann-Whitney U testدار  نشان داد اختلاف معنی

p-value is less than 0.01) (:**) (****): p-value is less than 0.0001,.) 

پروتئین نوترکیب بیان شده با توجه به دنباله هیستیدینی متصل به 
و  His-tagآن، از طریق روش وسترن بلاتینگ با آنتی بادی بر علیه 

 (. 9د )شکل ش، تائید PVDFشده بر روی غشا  مشاهده باندهای مورد نظر

 

: کنترل 1تایید پروتئین نوترکیب با روش وسترن بلاتینگ. ستون  -9شکل 

: 3: مارکر وزن مولکولی، ستون 2مثبت )پروتئین حاوی دنباله هیستیدینی(، ستون 
: فالکون پر فاقد 4فالکون نیمه پر با هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی، ستون 

ادهی در شرایط قد هو: فالکون پر فا5هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی، ستون 
 : .کنترل منفی )نمونه بدون القا(.6سازی شده، ستون وزنی شبیهبی

 گیریبحث و نتیجه

های حیات، تقریباً در تمامی ترین مولکولعنوان اصلیها بهپروتئین
های اخیر علوم در سال. فرایندهای زیستی موجودات زنده دخالت دارند

پروتئین، به عنوان ابزاری بیوتکنولوژی، مهندسی ژنتیک و مهندسی 
صورت نوترکیب جهت ها بهنوین به ساخت تجاری پروتئین

کاربردهای صنعتی، کشاورزی، پزشکی، دارویی و واکسن کمک نموده 
است. از معضلاتی که ممکن است حین تلاش برای دستیابی به 

شدن پروتئین وجود آید نامحلولهحداکثر مقدار پروتئین نوترکیب ب
ای در سیتوپلاسم باکتری به دلیل و تشکیل اجسام تودهبیان شده 

تاخوردگی نامناسب است. رفع این مشکل از نظر بیوتکنولوژی اهمیت 
های متعددی برای به حداقل به سزایی دارد و در همین مسیر روش

ای و دستیابی به پروتئین محلول وجود رساندن تشکیل اجسام توده
نظیر درجه حرارت، تنظیم میزان بیان، دارد که شامل تغییر در عواملی 

کاهش متابولیسم میزبان و غلظت ماده القاء کننده یا تغییرات مهندسی 
روی پروتئین هدف مانند اتصال دنباله مناسب به پروتئین و نیز بیان 

هائی است که تاخوردگی مناسب پروتئین را افزایش همزمان چاپرون
ن پروتئین، بیان بیش از حد دهند. همچنین اگر علت نامحلول بودمی

آن باشد می توان با کاهش دادن سطح بیان پروتئین به این مشکل 
های ذکر شده، مهمترین عمل، تغییر شرایط روش غلبه نمود. از میان

رشد باکتری است زیرا مشخص شده است که تغییر شرایط رشد مانند 
ند میزان تواتغییرات دما، تراکم اولیه کشت و طول مرحله بیان، می
. علاوه [23]بیان پروتئین محلول را با تغییر تاخوردگی آن تغییر دهد 

حرارتی و ها تحت شوک بر این ثابت شده است که رشد و القاء سلول
های نوترکیب را کنترل استرس اسمزی، حلالیت برخی از پروتئین

هایی برای ارتقاء . با این حال هنوز محدودیت[24]دهد افزایش می
 بیشتر تولید پروتئین وجود دارد. 

مین مواد ل تغییرات جاذبه، انتقال جرم و تأوزنی به دلیشرایط بی
فیزیکوشیمیایی، به مغذی برای پاسخ سلولی و در نتیجه تغییرات 

شود و گرفته میر به فرد درنظرعنوان یک شرایط خاص و منحص
مطالعات چندی نشان داده اند که شرایط بی وزنی، باعث افزایش تولید 

. مطالعات گسترده ژنومی [2]ده است شهای نوترکیب پروتئینبرخی 
و پروتئومی انجام پذیرفته توسط هوانگفو و همکاران که به بررسی 

 SMGبتاگلوکورونیداز در شرایط علل افزایش بیان پروتئین نوترکیب 
پلی  RNAهای مربوط به ریبوزوم و پرداخته اند نشان داده که ژن

در این شرایط  ها ارتباط دارند،مستقیماً با افزایش بیان پروتئینمراز که 
اند. همچنین ثابت شده است که تاخوردن مؤثر افزایش بیان داشته

پپتیدها به صورت ساختارهای ها پس از ترجمه، گردهمایی پلیپروتئین
های اختصاصی به ها، به واسطه پروتئینالیگومریک و استقرار پروتئین

ها دسته دیگری از پذیر است. چاپرونهای مولکولی امکاننام چاپرون
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افزایش  SMGهایی هستند که در سطح پروتئومی در شرایط پروتئین
ر ترجمه و ب SMGاند. درک چگونگی تأثیر بیان را نشان داده

منظور د بههای جدیتواند برای کشف پتانسیلوتئین میخوردگی پرتا
 [.8و  2] های نوترکیب سودمند باشدافزایش تولید پروتئین

  E.coli O157:H7مطالعه بر روی شیوع و گسترش باکتری 
ای دهنده رودهرین سروتیپ اشریشیا کلای خونریزیتبه عنوان مهم

، دستگاه گوارش از جمله اسهال خونیدر ایجاد بیماری شدید 
، در حفظ یکتیهمول یسندرم اورمهای سیستمیک مانند بیماری

رمان از د یبا توجه به خطرات ناشسلامت عمومی حائز اهمیت است. 
ل حاضر در حا ،یباکتر نیا ایجاد شده توسط در عفونت یکیوتیب یآنت
آن  کنترل یبرا دبخشیای امهترین روشناسیون یکی از مهمسیواک

ی اصلی توان فاکتورهابا گسترش علم زیست فناوری میامروزه  .است
الب غهای ایمنی را در ایجادکننده بیماری و همچنین محرک پاسخ

یدای واکسن ها به عنوان کاندو از آن کردهای نوترکیب تهیه پروتئین
 .[26, 25] دکرهای سنتی استفاده ها به جای واکسنعلیه انواع پاتوژن

جهت اتصال سم شبه   STx2Bبا توجه به عملکرد پروتئین
لیه باکتری علول میزبان و قابلیت ایجاد پاسخ ایمنی کارامد شیگا به س

E.coli O157:H7 ن سازی و افزایش میزاتوسط این پروتئین، بهینه
لف در های مختبرای استفاده در واکسنبیان این پروتئین نوترکیب 

اتصال به  ادستور کار تحقیقات قرار گرفت. این زیر واحد پروتئینی، ب
س تواند به خوبی در دسترهای هدف، میولهای سطح سلگیرنده

ه آن، موجب سیستم ایمنی قرار گیرد و با توجه به ترادف اسیدهای آمین
ه نیاز به با توجه ب. [27]شود تحریک پاسخ ایمنی هومورال در میزبان 

اکسن و وت مناسب در تولید مقادیر بالای پروتئین نوترکیب با کیفی
های نبر افزایش بیان برخی از پروتئی نظر به وجود شواهدی مبنی

ر این د، [2]وزنی نسبت به شرایط جاذبه طبیعی نوترکیب درشرایط بی
وزنی در شرایط بی STx2Bپژوهش بیان پروتئین نوترکیب 

 سازی شده مورد بررسی و سنجش قرار گرفت. شبیه
سازی زمان بیان پروتئین نهدر مطالعه حاضر، پس از بهی

ید ابتدایی از طریق دنباله هیستیدینی توسط و تأی STx2Bنوترکیب 
سازی شده القاء وزنی شبیه، بیان آن در شرایط بیHis-tagآنتی بادی 

د و پس از تخلیص با هر دو روش محلول و نامحلول توسط ستون ش
نجش قرار گرفت. ید نهایی، میزان آن مورد سو تأی Ni-NTAکروماتوگرافی 

E. coli هوازی بی -هوازی کننده، یک باکتریعنوان میزبان تولیدبه
و در هر دو شرایط حضور یا عدم حضور اکسیژن قادر به  اختیاری بوده

باشد و از انرژی حاصل از شکستن قند برای فرایندهای ادامه حیات می
د. میزان انرژی آزاد شده از یک مولکول کنحیاتی خود استفاده می

 18گلوکز در زمان در دسترس بودن اکسیژن، بسیار بالاتر و در حدود 

                                                           
7.  High-aspect Rotating-Wall Vessel 

. با توجه به صرف انرژی بسیار بالا جهت بیان پروتئین [28]برابر است 
توسط باکتری، میزان اکسیژن در دسترس فاکتوری تاثیر گذار در بازده 
بیان پروتئین است. در این شرایط با قرار دادن باکتری در ظرف حاوی 

ت با درب نفوذ پذیر و در انکوباتور شیکر دار، بیان بالاتر محیط کش
گردد. در این مطالعه ما برای شبیه سازی شرایط بی وزنی، حاصل می

از دستگاه کلینواستت تک محوره استفاده نمودیم که به دلیل چرخش 
دستگاه، امکان باز بودن درب ظرف وجود نداشته و به علاوه جهت 

ی به منظور برقراری شرایط بی وزنی، ظرف غلبه بر نیروی تنش برش
محیط کشت باید فاقد هر گونه فضای خالی )حباب( باشد. به این 
صورت، عملاً هوادهی انجام نخواهد شد و پس از گذشت زمان، تمامی 
اکسیژن محلول در محیط کشت به اتمام رسیده و باکتری برای تامین 

گلیکولیز تجزیه نموده که انرژی مورد نیاز خود، قند محیط را از مسیر 
های ناشی از تجزیه گلوکز در دارد. علاوه بر آن متابولیتبازده اندکی 

شوند که ممکن است شرایط بی هوازی منجر به تولید ترکیباتی می
بر رشد باکتری تاثیر منفی بگذارد. مطابق با اطلاعات، بیان پروتئین 

ایج کار نشان داد نت در شرایط بدون هوادهی، باید بسیار کم باشد اما
سازی شده، هنوز شاهد مقادیر قابل توجه وزنی شبیهکه در شرایط بی

در شرایط محلول  %44و  %48)به ترتیب  STx2Bپروتئین نوترکیب 
و نامحلول نسبت به میزان بیان در شرایط جاذبه طبیعی همراه با 

صورت  هوادهی( بودیم. بدیهی است این میزان بیان، در
. در مقایسه گیری افزایش خواهد داشتانی به میزان چشمرساکسیژن

وزنی و هم جاذبه طبیعی، بیان پروتئین در کلی، هم در شرایط بی
حالت نامحلول بیشتر از حالت محلول بوده است. علاوه بر این در 

وزنی، محیط فاقد اکسیژن جود برقراری بیشرایط واقعی فضا، با و
هوازی انجام شده و بنابراین نخواهد بود و در آن صورت تنفس 

توان انتظار داشت که بیان پروتئین مقدار بالایی خواهد بود. در می
ای که توسط هوانگفو و همکاران انجام پذیرفته است ثابت مطالعه

  E. coliگلوکوزیداز در میزبان -شده است که بیان پروتئین نوترکیب بتا
که امکان تبادل  HARV 7سازدر دستگاه شبیه وزنیدر شرایط بی

درصد نسبت به شرایط جاذبه طبیعی  52گازها وجود دارد، تا میزان 
و همکاران نیز در پژوهشی  Qi[. همچنین 2افزایش بیان داشته است ]
 در  P. pastorisمیزبان گلوکوزیداز در -بیان پروتئین نوترکیب بتا

که در آن نیز را  LSMMG 8سازوزنی در دستگاه شبیهشرایط بی
دند. نتایج نشان دادند که کربررسی  ،امکان تبادل گازی وجود دارد

برابر نسبت به شرایط جاذبه طبیعی  21/2بیان پروتئین مذکور تا حدود 
[. بنابراین با برقراری شرایط جهت تبادلات گازی 12افزایش یافت ]

به بررسی اثر یک جانبه شرایط  توانو همچنین تغییر میزبان می
 . [29]های نوترکیب پرداخت پروتئینیزان بیان وزنی بر مبی

8.  Low Shear Modeled Microgravity 
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رسد در (، به نظر می18/5) STx2Bپروتئین  PIبا توجه به مقدار 

، پروتئین مورد نظر ما بار منفی داشته و  pH=7با  LBمحیط کشت 

محیط کشت با  pHویژگی اسیدی دارد. نظر به اینکه هر قدر تفاوت 

pI های غیرفعال پروتئینی پروتئین بیشتر باشد، ممکن است تجمع توده

بیشتر شده و در نتیجه مقدار پروتئین مناسب و کاربردی کاهش یابد، 

 pIمحیط کشت بیانی به حدود  pHاحتمال دارد با تنظیم مداوم 

، بتوان به میزان بالاتری از پروتئین نوترکیب با STx2Bپروتئین 

 pHحلالیت بالاتر دست یافت. البته مشخص شده است که کاهش 

تواند بر روی رشد باکتری میزبان نیز اثرگذار باشد. علاوه بر این با می

افزایش میزان مواد مغذی موجود در محیط کشت یا حتی تغییر کامل 

یابد و های نوترکیب افزایش مینوع محیط کشت، بیان برخی پروتئین

 استگذار دیگر در این زمینه، زمان مناسب القاء همچنین عامل تأثیر

زدهی تولید پروتئین نوترکیب تابع رشد میکروارگانیسم است چرا که با

. لذا با عنایت به نتایج حاصل از [29]گیرد که پس از القاء صورت می

د که شرایط نبود جاذبه به عنوان یک محیط شمطالعه حاضر، مشخص 

های نوترکیب قابل ارزیابی با شرایط خاص، جهت افزایش بیان پروتئین

 .استتر های گستردهو بررسی

 تشکر و قدردانی

 وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و پژوهشگاه هوافضابدین
بع مالی این پژوهش د. مناشوقدردانی می هاجهت انجام آزمایش

 ده است.شمین ن تأتوسط محققا
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