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Abstract 

Introduction: L-asparaginase has an essential role in the treatment of cancers, especially Acute 

Lymphoblastic Leukemia. The rapid removal of the enzyme from the bloodstream, glutaminase 

activity, and also inducing an immune response in the body are disadvantages of commercial 

enzymes, therefore, the identification of new L-asparaginase with desirable properties is 

essential. Previously, the coding sequence of L-asparaginase isolated from Halomonas elongata 

had been cloned in E. coli and had shown to have advantageous properties as a 

chemotherapeutic agent. However, it was mostly expressed as inclusion bodies. 

Materials and methods: In this study, soluble enzyme expression was examined in two E. coli 

hosts, BL21 (DE3) and ArcticExpress strains. After selecting the host, the effects of various 

factors such as culture media, inducer concentration, inoculum size, induction duration, 

temperature, and also aeration rate were optimized using the one-factor-at-a-time approach. 

Results: Based on the results, the highest amount of active L-asparaginase production was 

related to Escherichia coli host Bl21 (DE3) strain in LB culture medium by adding 1% 

inoculum size, after 9 h induction with 0.5 mM IPTG at 37 ˚C, and shaking at 150 rpm. In the 

next step, the effect of various additives on the culture medium was investigated and it was 

observed that the addition of ethanol 2% (v/v) or arginine (200 mM) has a significant effect on 

increasing the specific activity of the enzyme. 

Discussion and conclusion: Finally, the optimization could increase soluble L-asparaginase 

production from 1000 U/mg in the basal condition up to approximately 3500 U/mg (more than 

three times). 
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 کیدهچ

ویژ  لوسیمی ایاا لن ودییدی اارا  نقی  مهمیی ار ارمیان سیروان و بیه (EC 3.5.1.1) آسپاراژیناز-آن یم ا  م دمه:

هیای از جریان خون، فعالیت گلوتامینازی و همچنین ایجاا واکن  ایمنیی ار بیدن از معایین آن یم ا ف سریع آن یم

-کننیدۀ ا ژن بیانهای مطلوب ضیروری اسیت  آسپاراژینازهای جدید با ویژگی-رو، شناسایی ا تجاری است و ازاین

منظور ارمیان هیای مطلیوب آن بیهتر ویژگیکه پی  هالوموناس الانگاتااوست از باکتری نمک  شدآسپاراژیناز مشتق

شیکل تولید شد  است؛ اما بخی  اعظیم پیروتئین نوترکیین به اشریشیا کلیشکل نوترکین ار سروان گ ار  شد  به

 ماند نام لو  ار سلو  باقی می

بیرای بییان  ArcticExpress (DE3)و  BL21 (DE3)اشریشیا کلی  ار مطالعۀ ااضر، ابتدا او می بان ها:شمواد و رو

کشت، غلظت القاکننید ، از انتخاب می بان، اثر عوامل مختلف ازجمله م یطشکل م لو  مقایسه شدند  پسپروتئین به

 ن بهینه شد زمافاکتور ار  کمی ان مایۀ تلقیح، زمان و امای القا و می ان هوااهی به رو  ی

ار  BL21 (DE3)اشریشییا کلیی آسپاراژیناز فعا  مربیو  بیه می بیان -ها، بیشترین مقدار تولید ا بر اساس یافته: نتایج

ااصیل  براقیقیهاور 150زان و سیرعت بیرهم IPTGمیولار میلی 5/0ارصد مایۀ تلقیح،  1با اف وان  LBم یط کشت 

سیاعت  9گراا و برای میدت زمیان ارجه سانتی 37آسپاراژیناز به بیان ار امای -ت ویژۀ ا شد؛ همچنین بیشترین فعالی

ارصید اتیانو  و  2کشت بررسی و مشاهد  شید افی وان های مختلف به م یطتعلق ااشت  ار مراله بعد، اثر اف وانی

 مولار آرژینین تأثیر چشمگیری بر اف ای  فعالیت ویژۀ آن یم اارا میلی 200

 1000ارنهایت، اِعما  شرایط بهینه سیبن افی ای  مقیدار فعالییت وییژ  از االیت پاییۀ تقریبیا   گیری:نتیجه بحث و

 گرم )بی  از سه برابر( شد میلیبروااد 3500گرم به ادوا میلیبروااد

 کران، یک فاکتور ار زمان، پروتئین م لو آسپاراژیناز نوترکین، بهینه-ا  های کلیدی:واژه

 
 

https://bjm.ui.ac.ir/article_25134.html
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 م دمه
-ا ) آسپاراژیناز-ا  آن یم

-ا  هیدرولی ( EC 3.5.1.1 آمیدوهیدرولاز،آسپاراژین

 کاتالی  را آمونیاک و اسیدآسپارتیک-ا  به آسپاراژین

علت به سروانی هایسلو  از خاصی هایرا   کندمی

 آن یم نشدنبیان همچنین و خوا غیرعاای رشد

 از آسپاراژین-ا  اریافت به (2 و 1)سنتتاز آسپاراژین

 کهاراالی نیاز اارند؛( خون) سلولیخارج منبع

برای  لازم را آسپاراژین-تنهایی ا به سالم هایسلو 

 آسپاراژیناز-ا  آن یم ،؛ بنابراین(3) کنندمی خوا تأمین

 آسپاراژین،-ا  سلولیخارج منبع ا ف با تواندمی

ببرا  بین از وور اختصاصیبه را خون سروانی هایسلو 

 لوسمی ارمان ار وور گسترا به آن یم این ارنتیجه، و

-آن یم ا  کاربرا(  4) شوامی است اا  لن ودیدی ااا

 شوا ونمی م دوا پ شکی هایمصرف به آسپاراژیناز

 90 تا آمیداکریل می ان کاه  قابلیت علتبه این آن یم

 غ اهای تولید ار غ ا، وعم ار تغییر ایجاا بدون ارصد

 ؛(5) روامی کار ار صنایع غ ایی به شد سرخ

-ا  اکسیدانیآنتی عملکرا از هاییگ ار  براین،علاو 

 ( 6) اارند وجوا آسپاراژیناز

 هایسویه أمنش با آسپاراژیناز-ا  آن یم تاکنون

 ار اما است؛ شد  تولید و جداسازی مختلف باکتریایی

 اشریشیا از شد مشتق آسپاراژینازهای-ا  ،ااضر اا 
 شکل ااروهایبه 2کری انتمی اروینیا و 1کلی

 ار لن ودیدی ااا لوسمی ارمان ار ثرؤم ارمانیشیمی

 با یااشد  یهاآن یم از است اا   اارند وجوا بازار

 ار آن یم او این اینکه ازجملهاست؛  همرا  مشکلاتی

( ارصد 9/0) خون به شبیه ۀلاریتواسم با نمکی م لو 

 است از را خوا فعالیت ارصد 80 و 40 ترتینبه

 بروز و اارو لازم اوز اف ای  سبن امر ؛ این(7) اهندمی

و  (10-8) شوامی بیماران برخی ار شدید هایاساسیت

 آسپاراژینازهای-ا  یافتن برای جستجو رو،ایناز

 ( 16-11 و 6) اارا ااامه جایگ ین

-ا  ازاین، گرو  پژوهشی مقالۀ ااضر آن یمپی 

 ار را 3الانگاتا هالوموناس از جداشد  آسپاراژیناز
 و نتیجه گرفتند کراند بیان و کلون BL21ی کل یشیااشر

 آسپاراژیناز از بیشتر برابر سه خونی سرم ار آن پایداری

 خون سرم ار زیاا پایداری این ؛(17) است کلی اشریشیا

 تواندمی الانگاتا هالوموناس آسپاراژیناز-ا  اهدمی نشان

 اوز ت ریق باباشد و  ییاارو برای پروتئین مناسبی نام ا

ااشته باشد   یمارانار ب یکمتر زاییایمنی اارو، کمتر

 شد  گ ار  آن یم این برای زیاای ویژۀ فعالیت اگرچه

 این از توجهی ارخور بخ  اهندمی نشان نتایج است،

 و شکل نام لو به کلی اشریشیا ار تولید هنگام آن یم

 ایجاا کلی،ووربه  ماندمی باقی 4باای اینکلوژن

 اهندۀکاه  عوامل ازجمله پروتئین نام لو  هایشکل

 ؛(18) است کلی اشریشیا ار پروتئین بیان وریبهر 

 پروتئین تولید زیاا علت سرعتبه مشکل معمولا  این

 پروموتورهای ازجمله قوی پروموتورهای واسطۀبه

 ات اق می بان چپرونی سیستم شدناشباع و ویروسی

 می بان، ار هاپروتئین موضعی غلظت اف ای  با افتد؛می

 هاپروتئین 5شدنمجتع سبن هیدروفوب هایکن برهم

 راهکارهای  شوامی باای اینکلوژنشکل به آنها تجمع و

 هدف پروتئین اتصا  کدونی، کرانبهینه ازجمله بسیاری

 فی یکوشیمیایی شرایط تغییر بیشتر، الالیت با پروتئینی به

 تغییر غلظت کشت،م یط انواع از است اا  مانند م یط

 مشکل یااشد  ال برای     و القا شرایط القاکنند ،

 و مشخص باوجوااین، راهبرا ؛(18) اندشد  پیشنهاا

ندارا و  وجوا نوترکین هایپروتئین همۀ برای مناسبی

 هر بیان کرانبهینه باید برای مطالعۀ مج ایی رو،ازاین
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 بیان می ان بر بسیاری عوامل ( 19) پروتئین انجام شوا

 هایرو  معمولا  از و گ ارنداثر می م لو  پروتئین

 شوامی کران است اا بهینهار  آزمای  وراای آماری

 ؛ ار(20) شوا م اسبه ترآسان و تربهینه سریع مقدار تا

 تنها اثر ،که ار آن 6زمان ار فاکتور یک رو  بین، این

 آزمای  هر ار متغیرها سایر ااشتننگه ثابت با متغیر یک

 بر مختلف عوامل متقابل تأثیر از شوا ومی بررسی

ایست ساا  روشی همچنان کند،می نظرصرف یکدیگر

 می ان بر مؤثر عوامل از کلی اولاعات اریافت برای که

 ایپایه تواندمی و شوامی است اا  م لو  پروتئین بیان

 سطح رو  تر همچوناقیق آماری هایمطالعه برای

 (  21) باشد 7پاسر

-ا  آن یم تولید اف ای  پژوه  ااضر، هدف

 الانگاتا هالوموناس از جداشد  نوترکین آسپاراژیناز

 این به است؛ کلی اشریشیا می بان ار م لو  ووربه

 کلی اشریشیا می بان ار پروتئین بیان منظور،

ArcticExpress  یکل اشریشیا برعلاو BL21 بررسی 

 غلظت بیان، امای کشت،م یط ترکین همچنین شد؛

 برخی اثر و زانبرهم سرعت القا، زمان مدت القاکنند ،

 به کشتم یط ار آرژینین و اتانو  ازجمله هااف وانی

   شد بهینه زمان ار فاکتور یک رو 

 

 هاروش و مواد
 مواد و کشت یهاطیمح ،یباکتر یهاهیسو

-ا  کنندۀکد ژن پژوه  ااضر، اریی: ایمیش

: Genbank کد) الانگاتا هالوموناس سویۀ آسپاراژیناز

FN869568.1) بر  سایت او بین که NdeI و HindIII 

 به کار گرفته بوا، شد  کلون pET21a بیانی ناقل ار

و  BL21 (DE3) کلی اشریشیا مختلف سویۀ او  شد

ArcticExpress (DE3) مواا  شدند است اا  برای بیان 

   شدند خریداری مرک شرکت از شیمیایی
-ال میآنز دیتول یبرا مناسب یۀسو نشیگز

 کلون آن ار ژن ترپی  که pET21a ناقل :نازیآسپاراژ

 مستعد هایسلو  به ارارتی شوک رو  به ،بوا شد 

BL21 (DE3) و ArcticExpress (DE3) شد 8منتقل  

م یط  ااوی هایپلیت روی انتقا  از ااصل هایکلون

LB (Luria-Bertani) 100 با همرا  جامد 

 ازپس و شدند ظاهر سیلینآمپی لیترمیلیبرمیکروگرم

 هانآ از بعدی، هایهمطالع منظوربه یابی وتوالی با ییدتأ

 ار سویه او هر از منتخن هایکلون  شد تهیه استوک

 100) سیلینآمپی اارای( 4/7 اسیدیتۀ) LB کشتم یط

 ۀمای اجمی ارصد 1 با همرا ( لیترمیلیبرمیکروگرم

 ۀارج 37 امای و ار( کلون هر از شبانه کشت) تلقیح

 سلولی کدورت رسیدن ازپس  شدند کشت گرااسانتی

-ا  بیان ،6/0 تا 4/0 به( نانومتر 600 ار ج ب)

 مولارمیلی 5/0 با BL21 کلی اشریشیا ار آسپاراژیناز

IPTG و گرااسانتی ۀارج 37 ار ساعت 3 مدت برای 

 ار یانب ی  القاشد القا اوربراقیقه 150 زانبرهم سرعت

 IPTG مولارمیلی 1با  ArcticExpress کلی اشریشیا

 سرعت و گرااسانتی ارجۀ 12 ار ساعت 24 مدت برای

 فعالیت سنج   انجام شد اوربراقیقه 230 زانبرهم

 از ااصل رویی سوپ ار ویژ  فعالیت تعیین و آن یمی

 شد تولید پروتئین می ان یکم   ۀمقایس منظوربه سلولی لی 

  شد است اا  م لو شکل به

 با هاسلو  بیان، القای ازپس: عیپروتئ استخراج

 10 مدتاوراراقیقه به 9000 ار سرعت سانتری یوژ

 شدند ااا  رسوب گرااسانتی ارجۀ 4 امای ار اقیقه و

 فس ات،سدیم مولارمیلی 50) لی  بافر لیترمیلی 1 ار و

 مخلو ( 6/7 اسیدیتۀ کلرید،سدیم مولارمیلی 150

 5 و پالس ثانیه 10) اقیقه 5 مدتبه هاسپس سلو  شدند؛
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 SYCLON Ultraاستگا   با یر روی( استراات ثانیه

SonicCell sonicator (SKL950-IIDN)  شدند لی  

اوراراقیقه  9000ار سرعت  سانتری یوژ با سلولی لاشۀ

 از گرااسانتی ارجۀ 4 امای ار اقیقه و 30 مدتبه

 ااامۀ برای رویی م لو   شد جدا پروتئینی م لو 

   شد نگهداری و آوریجمع هابررسی

 تیف ال آوردندستبه و یمیآنز تیف ال سنجش 

 از میکرولیتر 50 ،آن یمی فعالیت سنج  منظورهب: ژهیو

 50) سنج  بافر لیترمیلی 1 به پروتئینی م لو 

 (آسپاراژین -ا  مولارمیلی 12 و فس اتسدیم مولارمیلی

 گرااسانتی ۀارج 25 امای ار اقیقه 2 مدتبه و اف وا 

 شناساگر از است اا  با ج ب تغییرات سپس،؛ شد انکوبه

 Perkin استگا  با نانومتر 490 موج وو  ار (22) نسلر

Elmer Lambda 25  غلظت سنج   شد گیریانداز 

(  23)انجام شد  9براافورا رو  به پروتئینی م لو 

 سرم و آمونیوم هایم لو  با استاندارا هایمن نی

 و تولیدشد  آمونیوم غلظت تا ندشد رسم گاوی آلبومین

 وااد  شوا گیریانداز  م لو  ار موجوا پروتئین

 میکرومو  1 تبدیل عبارتست از: آسپاراژیناز فعالیت

 هاسنج  تمام  م یط امای ار اقیقه یک ار آمونیاک

  شدند انجام تکرار سه ار

آسپاراژیناز: -ال بیان و کشت شرایط کردنبهینه 

 بار هر شکل م لو ،به پروتئین تولید کرانبهینه منظوربه

 شامل کشتم یط نوع ازجمله موجوا عوامل از یکی

 عصارۀ لیتربرگرم 5 تریپتون، لیتربرگرم LB (10 م یط

 م یط ،(2/7 اسیدیتۀ کلرید،سدیم لیتربرگرم 10مخمر، 

TB (Terrific Broth) (12 24 تریپتون، لیتربرگرم 

 بافر و گلیسرو  لیتربرگرم 5 مخمر، عصارۀ لیتربرگرم

 2xYT (2x Yeast Extract م یط و( فس ات

Tryptone) (16 لیتربرگرم 10 تریپتون، لیتربرگرم 

 ،(2/7 اسیدیتۀ کلرید،سدیم لیتربرگرم 5 عصارۀ مخمر،

 ،(اجمی ارصد 0/2 و 0/1 ،5/0) تلقیح مایۀ می ان

 غلظت ،(6/0 و 5/0 ،4/0) بیان ل ظۀ القای کدورت

IPTG (2/0، 5/0 مولارمیلی 8/0 و)، 30 ،25) بیان امای 

 و 150 ،100) زانبرهم سرعت ،(گرااسانتی ارجۀ 37 و

 و( ساعت 9 و 6 ،3) القا زمان مدت ،(اوربراقیقه 200

 شامل بیان م یط ار هااف وانی اضور اثر ارنهایت،

 و 100 ص ر،) آرژینین و( ارصد 2 و 1 ص ر،) اتانو 

 تغییر شرایط سایر ااشتننگه ثابت با( مولارمیلی 200

 شد؛ تعیین االت هر ار ویژ  فعالیت مقدار و شد ااا 

 اشریشیا می بان ار م لو  آسپاراژیناز-ا  بیان رو،ایناز
ارنظرگرفتن  با زمان ار فاکتور یک رو  به کلی

 شد  بهینه یااشد  شرایط

 تکرار سه ار هاتمام آزمای آماری:  هایمحاسبه

 آنالی  آزمون با آماری وت لیلتج یه  شدند انجام

  انجام شد MINITAB اف ارنرمو  (ANOVA) واریانس

P value گرفته نظر ار معناااری ، سطح05/0 از کمتر 

  شد

 

  نتایج

-ا  آن یم تولید اف ای  ار پژوه  ااضر به مطالعۀ

 کلی اشریشیا  می بان ار م لو شکل به آسپاراژیناز

 شرایط و بیانی می بان او منظور، به این پرااخته شد؛

 ااوی ابتدا پلازمید  شدند بررسی القا و کشت مختلف

 و BL21 (DE3) کلی اشریشیا بیانی سویۀ او به ژن

ArcticExpress (DE3) هایکلنی و شد منتقل 

 یتوال یینتع سیلینآمپی ااوی م یط روی رشدکرا 

 انتخاب بیان مقایسۀ برای ی بانهر م یک کلنی ازشدند  

 آن یم ویژۀ اااند فعالیت نشان بیان مقایسۀ نتایج  شد

برابر  BL21 (DE3) کلی اشریشیا سویۀ ار م لو 
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 کلی اشریشیا سویۀ ار و گرمواادبرمیلی 55±1089

ArcticExpress (DE3)  گرمواادبرمیلی 850±94برابر 

 BL21 کلی اشریشیا از هابررسی ااامۀ ار بنابراین، است؛

(DE3) سه ار آن یم بیان مقدار  شد است اا  بیان برای 

 شد و باوجوا بررسی 2xYTو  LB، TB کشتم یط

یااشد   م یط سه ار بیان مقدار ار زیاای ت اوت اینکه

 ار ویژ  فعالیت بیشترین (،1 نشد )شکل مشاهد 

 و( گرمواادبرمیلی 38±1057) LB کشتم یط

 2xYT (35±825 م یط ار بیان کمترین

 LBکشت رو، م یطشد؛ ازاین ااصل( گرمواادبرمیلی

بهتر  استرسی و ترارزان قیمت ویژۀ بیشتر، فعالیت علتبه

  شد است اا  کار ااامۀ برای

 ،100) زانبرهم سرعت تغییر با هوااهی اثر مقدار

 بر آن اثر که بوا ایگری عامل ،(اوربراقیقه 200 و 150

 150 زانبرهم سرعت شد و بررسی آسپاراژیناز-ا  بیان

 همرا  به را( 1295±35) آن یم تولید بیشترین اوربراقیقه

 اثر(  ایگر االت او به نسبت برابر او از بی )ااشت 

( مولاریلیم 8/0و  2/0 ،5/0) IPTG مت اوت هایغلظت

 5/0 اف وانمشاهد  شد  و مطالعهالقاکنند   عنوانبه

م لو  و فعا   آن یم تولید سبن IPTG مولارمیلی

  ( 2 شکل) شوای( م1473±317) یبیشتر

، (6/0 و 5/0 ،4/0) بیان القای ل ظۀ کدورت اثر

 و 3 شکل اساس بر  شد بررسی که بوا ایگری عامل

 تقریبا   5/0 ار کدورت ویژ  فعالیت مقدار اینکه بهباتوجه

 مقدار این بوا،( 1664±148) ایگر االت او برابر سه

 تغییر  گرفت قرار مدنظر هاآزمای  ااامۀ برای کدورت

 آسپاراژیناز-ا  مقدار ار معناااری اثر تلقیح مایۀ ارصد

 )با تلقیح مایۀ ارصد 1 باوجوااین، نداشت؛ م لو 

 (1678±168) آن یم ویژۀ فعالیت بیشترین اندک( ت اوت

  شد است اا  بعدی هایآزمای  برای و موجن را

 
 LB (Luria-Bertani)، TB (Terrific کشتم یط سه اثر -1 شکل

Broth) 2 وxYT (2x Yeast Extract Tryptone) ویژۀ فعالیت بر 

 برابر P value و شدند انجام تکرار سه ار هاآزمای  آن یم؛
 م اسبه شد  0001/0

 

 
 ار هاآزمای  آن یم؛ ویژۀ فعالیت بر القاکنند  غلظت اثر -2 شکل

 م اسبه شد  004/0 برابر P value شدند و انجام تکرار سه
 

 
؛ آن یم ویژۀ فعالیت بر بیان القای ل ظۀ کدورت اثر -3 شکل

 0001/0 برابر P value شدند و انجام تکرار سه ار هاآزمای 
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 37 و 30 ،25 امای سه ار آسپاراژیناز-ا  بیان می ان

 آسپاراژیناز مقدار بیشترین و گراا بررسیارجۀ سانتی

 شکل) شد ااصل گرااسانتی ارجۀ 37 امای ار م لو 

 معنااار ت اوت این ااا نشان هاااا  آماری ، اما ت لیل(4

 برای که گرااسانتی ارجۀ 37 امای باوجوااین، نیست؛

 شد، است اا  می بان سلولی جمعیت اف ای  و رشد

  گرفت قرار مدنظر نی  بیان برای کار سهولت منظوربه

 ،3) القا ازپس مختلف هایزمان ار آن یم تولید می ان

 بیشترین ،5 شکل اساس بر شد و بررسی( ساعت 9 و 6

 ااصل القا از زمان ساعت 9 ازپس آسپاراژیناز-ا  تولید

 را گرمواادبرمیلی 1858±82 معاا  ایویژ  فعالیت و شد

 ص ر،) اتانو  مانند هاییاف وانی اضور  ااشت همرا  به

( مولارمیلی 200 و 100 ص ر،) آرژینین و( ارصد 2 و 1

ب  و الف ،6 شکل  شد بررسی بیان م یط ار مج ا ووربه

 مولارمیلی 200 و اتانو  ارصد 2 اف وان اهدنشان می

 ویژۀ فعالیت اف ای  سبن ترتینبه بیان م یط به آرژینین

 گرمواادبرمیلی 3450±71 و 2725±35 تا آن یم

 شوا می

 

 
 تکرار سه ار هاآزمای  آن یم؛ ویژۀ فعالیت بر اما اثر -4 شکل

 م اسبه شد  439/0 برابر P value شدند و انجام
 

 
 ار هاآزمای  آن یم؛ ویژۀ فعالیت بر القا زمان مدت اثر -5 شکل

 م اسبه شد  0001/0 برابر P value شدند و انجام تکرار سه
 

 

 
های اتانو  و آرژینین به م یط بیان بر فعالیت اثر اف وانی -6شکل 

برابر  P valueها ار سه تکرار انجام شدند و ویژۀ آن یم؛ آزمای 

 م اسبه شد  0001/0
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 گیرینتیجه و بحث

 ار توجهی ارخور تأثیر آسپاراژیناز-ا  اگرچه آن یم

منشأ  به ااشتنباتوجه لن ودیدی اارا، هایسروان ارمان

 بسیاری های ایمنی شدیدی را ارتواند پاسرباکتریایی می

 این با مقابله هایرا  از یکی شوا؛سبن  بیماران از

  است آن پایداری اف ای  و آن یم اوز کاه  عارضه،

 اوستنمک باکتری از آسپاراژیناز-ا  اگرچه جداسازی

 ار آن یم این توانسته است پایداری الانگاتا هالوموناس

 اهد، تشکیل اف ای  برابر 3 تا را فی یولوژیک سرم

 تخلیص و تولید مسیر ار ب رگی معضل باای اینکلوژن

 است  ار پژوه  ااضر، ابتدا وسیع مقیاس ار آن یم این

  ار نظر گرفته و بررسی شد اولیه ال را  می بان تغییر

 تولید سرعت کاه  ار اما کاه  به اهمیتباتوجه

 بیان کی یت ،(24) هاپروتئین تاخوراگی بهبوا و پروتئین

 بررسی ArcticExpress کلی اشریشیا می بان ار پروتئین

 بیان را Cpn10 و Cpn60 چپرون او سویۀ یااشد   شد

 تاخوراگی بهبوا ار زیاای توانایی او هر که کندمی

 اارند؛ گرااسانتی ارجۀ 12 تا 4 ار امای هاپروتئین

 بیشتری فعا  پروتئین BL21 اولیۀ بیانی باوجوااین، سویۀ

 ArcticExpress ار بیان رسدمی نظر به  کندمی تولید

 علتاما به شوا،می هاپروتئین تاخوراگی سبن بهبوا

 کمتر آن ار پروتئین بیان کل می ان کم، امای ار فعالیت

 بهتر، عبارت کند؛ به رقابت BL21 با که است ادی از

مجتمع  BL21اگرچه بخ  زیاای از آن یم ار سویۀ 

 همان که زیاا است ادی به آن بیان ، می انشوامی

هایی پروتئین کل از بیشتر فعا  هایپروتئین کم ارصد

 هایمطالعه ار کند؛می تولید ArcticExpress است که

 ( 25) است شد  اشار  سویه این کم بیان به نی  ایگر

  شد انبا  BL21 سویۀ با به مطالن یااشد ، مطالعهباتوجه

 بیان کرانبهینه برای که عاملی معمولا  نخستین

 زیرا است؛ کشتم یط شوا،می آزمای  پروتئین

آثار  است، آسان و قیمتارزان آن تغییر اینکه برعلاو 

ار (  26) اارا پروتئین بیان بهبوا ار توجهی ارخور

باکتری  کشت معمو  هایم یط از ابتدا مطالعۀ ااضر،

 LB م یط  شد است اا  2xYT و LB، TB شامل

علت به اما است؛ باکتری برای کشتم یط ترینمعمو 

 هایم یط م یط، این ار هاکربوهیدرات کمتر مقدار

 سلولی تواۀ 2xYT و TB مانند جایگ ین کشت

 منجر بیشتر آن یم تولید به و کنندمی تولید بیشتری

 آن یم فعالیت اری ؛ باوجوااین، ت اوت(27) شوندمی

 همچنان و نشد مشاهد  هام یط این ار شد تولید

 ایگر م یط او از بی  LB م یط ار پروتئین فعالیت

 ار بیشتر نمک غلظت تواندمی پدیدۀ یااشد  بوا؛ الیل

 منشأ با شوا پروتئینیمی موجن باشد که م یط این

  باشد ار آن ااشته بیشتری فعالیت بتواند اوستنمک

 ار نمک می ان اند اف ای ااا  نشان ایگر هایمطالعه

 هایپروتئین بیان مقدار تواندمی کشتم یط

(  28) اهد اف ای  را اوستنمک منشأ با سلولیارون

 تر،راات استرسی و آن یم بیشتر فعالیت بهباتوجه

  شد است اا  فرایند ااامۀ ار LB کشتم یط

 کشت ایگر شرایط کشت،م یط ترکین برعلاو 

 بس ایی اهمیت نی  م یط ار اکسیژن وجوا ویژ به

 200 از بی  بیان سبن اکسیژن م دوایت اارا؛ زیرا

 ار باکتری متابولیکی قابلیت اف ای  ار مؤثر ژن

 ارخور بخ  آنها بیان که شوامی اکسیژن کمبوا

 رشد و کندمی مصرف را سلو  انرژی از توجهی

 برای را  ترینآسان(  29) اهدمی کاه  را سلولی

 سرعت اف ای  م یط، ار موجوا اکسیژن اف ای 
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 تواندمی آن زیاا مقاایر اما است؛ م یط خوراگیهمبه

 اکسیژن می ان ارنهایت، و شوا کف ایجاا باعث

 بهترین مطالعۀ ااضر، ار  اهد کاه  را اریافتی

و  تعیین شد اوربراقیقه 150 زان برابربرهم سرعت

  گرفت قرار کار مبنای

 ار چشمگیری تأثیر بیان( )القاکنندۀ IPTGغلظت 

سبن  IPTG مقدار اف ای   اارا باای اینکلوژن تولید

 بی  تولید با یا( 30) شوامی سلو  برای سمیت ایجاا

 سیستم اشباع اثر ار آنها شدنمجتمع پروتئین، اد از

 سوی از ؛(31) ار پی ااراها را پروتئین فولدینگ

 و ناکافی القای سبن IPTG غلظت کاه  ایگر،

 مطالعۀ ااضر، ار(  32) شوامی پروتئین تولید کاه 

 تولید مقدار بیشترین IPTG مولارمیلی 5/0 غلظت

  ااشت پی ار را فعا  آن یم

 رشد شرایط  اارا ایویژ  اهمیت ،بیان القای زمان

 رشد هاسلو  و کندمی تغییربیان  القای م ضبه سلولی

 سبن که ااشت خواهند قبل به نسبت کمتری بسیار

 شدنکم و پروتئین بیان کاه  توا ،زیست کاه 

 مطالعۀ ااضر، اِعما  ار(  33) شوامی پلازمید پایداری

 فعالیت بر چشمگیری تأثیر بیان القای ل ظۀ ار تغییرات

 ار تقریبا  که 5/0 کدورت و ااشت آسپاراژیناز ویژۀ

، (34) است کلی اشریشیا رشد من نی نمایی فاز اواسط

  شد ار نظر گرفته بیان القای برای ل ظه بهترین

 که هستند ازجمله عواملی تلقیح مایۀ عمر و مقدار

 15 ،12) تأثیر اارند آسپاراژیناز آن یم فعالیت و بیان ار

 ساختار سبن تخرین تلقیح مایۀ می ان اف ای (  35 و

 م یط اج ای سایر با آن کن برهم علتبه آن یم

 بیان مبنی بر های موجواگ ار  باوجوا(  36) شوامی

 ،(35) ارصد 10 اتی یا( 14) 2 تلقیح با آسپاراژیناز

 بر معناااری تأثیر مطالعۀ ااضر ار تلقیح می ان تغییر

 مشاهدۀ علتهرچند به نداشت؛ فعا  آن یم تولید مقدار

 برای مقدار این تلقیح، ارصد 1 با ویژ  فعالیت بیشترین

  شد انتخاب کار ااامۀ

 بهبوا ار مؤثری نق  اما شد، گ ته که وورهمان

  اارا آنها فعالیت اف ای  و هاپروتئین تاخوراگی

 بیشتر اماهای ار هیدروفوبی هایکن برهم ااتما 

 هاپروتئین شدنمجتمع فرایند یابد واف ای  می

 امای کاه  بنابراین، ؛(37) افتدمی ات اق ترراات

 به استیابی اف ای  برای متداو  هایرا  از یکی بیان

 کاه  مطالعۀ ااضر، ار است؛ هرچند فعا  پروتئین

  نداشت آسپاراژیناز ویژۀ فعالیت اف ای  ار تأثیری اما

 آسپاراژینازهای سایر روی مشابهی هایمطالعه

 فعالیت بیشترین آنها، ار که اندشد  انجام نوترکین

 ارجۀ 30 از کمتر اماهای ار بیان القای با آن یمی

 به باتوجه(  38 و 11) است شد  ااصل گرااسانتی

 بیان امای کار، سهولت منظوربه و بخ  این نتایج

 ارجۀ 37 کشت و برابر مناسن امای مشابه با

 هایم یط برعلاو   شد ار نظر گرفته گرااسانتی

 ار هااف وانی برخی اضور باکتری، کشت معمو 

 را م لو  پروتئین تولید مقدار تواندمی کشتم یط

 شد است اا  آرژینین از ابتدا منظور، این به بخشد؛ بهبوا

 هایاف وانی تأثیرگ ارترین و ترینمعمو  از که یکی

 تا را ویژ  فعالیت و توانست (40 و 39) بیان است م یط

 شدنمجتمع از آرژینین  اهد اف ای  برابر او تقریبا 

 جلوگیری تاخوراگی فرایند ار اخیل هایپروتئین

آمینواسیدهای  با کن برهم علتو به (41) کندمی

تریپتوفان  مانند آروماتیک جانبی هایاارای گرو 

 ( 39) شوامی پروتئین ساختار سبن پایدارشدن
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 که است کشتم یط هایاف وانی ایگر از اتانو 

 است شد  های پیشین است اا  و گ ار مطالعه ار

 شوک برابر ار سلو  پاسر همانند رفتاری تواندمی

 را هاپروتئین پایداری اف ای  و کند را القا 10ارارتی

 به نسبت بهتری عملکرا اتانو (  42) باشد ااشته پی ار

 نشان سوکروز و سوربیتو  همچون هاییاسمولیت

 ارصد 2 اتانو  اف وان ااضر،مطالعۀ  ار(  43) اهدمی

 اف ای  معناااریوور به را ویژ  فعالیت مقدار توانست

  اهد

 منظوربه بیان و کشت شرایط و تولید کرانبهینه

 تولید ار مهم مراال از تولید وریبهر  اف ای 

 تغییر مطالعۀ ااضر، ار  است نوترکین هایپروتئین

 برابر سه از بی  سبن فی یکوشیمیایی و م یطی شرایط

 ویژۀ فعالیت)شد  م لو  پروتئین ار تولید اف ای 

 1000از ادوا  Bl21 سویۀ E. coli ار پایه االت

 3500 تقریبی مقدار به گرمیلیواادبرم

 به تأثیر بیشترین(  یافت اف ای  گرممیلیبروااد

 القا زمان مدت بیان، القای ل ظۀ کدورت مانند عواملی

   بوا مربو  م یط کشت به آرژینین و اتانو  اف وان و

کران بهینه اااند نشان مطالعۀ ااضر نتایج

 ار مهمی بیان نق  و کشتم یط فی یکوشیمیایی

 نوترکین آسپاراژیناز-ا  م لو  شکل اف ای 

 ایجاا از جلوگیری و الانگاتا هالوموناس از شد مشتق

 ار شوامی پیشنهاا رو،اارا؛ ازاین باای اینکلوژن

 مؤثر عوامل اثر آیند  به بررسی بیشتر هایمطالعه

 هایاست اا  از رو  با پژوه  ااضر ار شد شناخته

 رو  و 11تاگوچی ازجمله آزمای  وراای و آماری

 شوا  پرااخته پاسر سطح
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