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 چکیده
یمر  Escherichia coliیک ژن تنظیم کننده پروکاریوتی بیان پرروتیی  نوترکیرد در    lac 1پروموتر  سابقه و هدف:

بر میرزان  IPTG  ثیر لاکتوز وأشود. در ای  تحقیق تالقا می IPTG 2باشد. ای  پروموتر توسط لاکتوز و یا آنالوگ شیمیایی آن
 است. شده مقایسه ،اینترفرون بتا  ژن بیان

برا  د و کشرت داده شر  کلون شده با ژن اینترفررون بترا     Escherichia coli BL21 (DE3)باکتری  ها:مواد و روش
پروتیی  اینترفرون  میزان .گردید ، بیان پروتیی  القاو لاکتوز به طور جداگانه و یا با یکدیگر IPTGفه کردن غلظت مشخصاضا

  گیری شد.ندازهاتولید شده 
زمران  طرور مرم  مرولار بره  میلری  IPTG 5/0% لاکتوز و 2/0با استفاده از  بی 1پروتیی  اینتر فرون بتا میزان بیان  ها:یافته 

مرای تولیرد شرده توسرط براکتری      % کر  پرروتیی   33برابرر برا    ما به تنهایی افرزای  داشرت و  کنندهبه مر کدام از القاءنسبت 
 اشریشیاکلی نوترکید بود.

ما بره تنهرایی،   ، در مقایسه با مر کدام از ای  القاء کننده IPTGلاکتوز وزمان ممبا استفاده  در ای  تحقیق، گیری:نتیجه
 .شدتر تولید با مزینه کم بی 1وتیی  اینترفرون بتا تر پربی  میزان
    IPTG ، (lactose) لاکتوز ،lac، پروموتر اینترفرون،  Escherichia coli باکتری :کلیدی هایواژه  

  

 

                                                 

1 Lactose 
2 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  

 رررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررررر
 ل نویسنده مسیو

 گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات
 تهران، ایران 

 s.moradian7@gmail.com پست الکترونیکی:
13۳2/2/13 تاریخ دریافت:  
 3/12/13۳5 تاریخ پذیرش:

 
 

 

 : مقدمه
باشند که مای ضد ویروسی میما سایتوکای نترفرونای

 .دنشومای مهره داران ساخته و ترشح میتوسط سلول
اینترفرون بتا علاوه برر خرواض ضرد ویروسری و ضرد      

شود قادر ما مشامده میتکثیری که در سایر اینترفرون
 .ایمنرری را تنظرریم نمایرردسیسررتم مررای اسررت پاسررخ
ده اسرت کره   ذکر شده فوق سربد شر   مایخصوصیت

مرای ویروسری   علاوه بر کاربرد آن در درمران بیمراری  
مرایی برا   دردرمران بیمراری   ،)انواع مپاتیت( و سرطان

 .  (1) رددگ ستفادهز انی MS 1نولوژیک مانندوعل  ایم
 

 ۳ژن اینترفرون بتا در بازوی کوتاه کرومروزوم شرماره   
درحال حاضر ترکید فوق بره   انسان قرار گرفته است .
  Escherichia coli  درروش مهندسری ژنتیرک   

 گیردتولید شده و به طور وسیع مورد استفاده قرار می
 . اینترفررررون بترررای نوترکیرررد کررره توسرررط(11)

Escherichia coli  شرود  تولید مری Interferon 
β-1b ( و3نام داشته )  گیری و پی در به عنوان دارو

مالتیپرررر   یبیمررررار کنترررررل عودمررررای م رررردد
 مرای بیمراری  درمران  (،5،1(( ) MSاسرکلروزی)) 
 زاییرگ مهار و تکثیر سلولی مهار ،(13) خودایمنی

 

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هفتم، شماره بیست و هفتم - تابستان 1396
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 ویروسری  مرای عفونرت  درمان (و 1،1۳ ) سرطانانواع  در
مررای ( . جهررت تولیررد پررروتیی 2،2) شررودمرری اسررتفاده

نوترکیرد کره     pETشریشیاکلی ، پلاسمید ا نوترکید در
مرررایی باشرررد بررره سرررویه  مررری lacدارای پروموترررور 

حاوی یک کپری کرومروزومی از      Escherichia coliاز
شود، ای  آنرزیم بسریار   منتق  می T7مراز پلی RNAژن 

-پلری  RNAترر از  را مشت بار سریع RNAفعال بوده و 
پروموتر (. 20د )سازطوی  می Escherichia coli مراز 
lac   یررک ژن تنظرریم کننررده پروکرراریوتی بیرران پررروتیی

باشرد. رونویسری از   می Escherichia coliنوترکید در 
 lac Iتوسط یک پروتیی  مهار کننده یعنری   lacپروموتر 

شرود و در  باشد ( تنظریم مری  می lac I ) که محصول ژن
القاکننده )لاکتوز و یا آنالوگ شریمیایی   مایحضور ترکید

بر فرایند رونویسری از بری     lac I( اثر مهاری   IPTGآن
 lacرود و در عدم حضور ماده القاکننده ، مهار کننرده  می

I  با اتصال به ناحیرره اوپراتور از اتصال آنزیمRNA  پلری-
مراز به ناحیه پروموتر ممانعت کرده و شرروع رونویسری را   

 .(12) کندمهار می
ثیر أدر محیط و غلظت آن ت طورکلی ، حضور القاء کنندهبه

 IPTGغیر قاب  انکاری برر میرزان تولیرد پرروتیی  دارد.     
مرای  ای است که به طور معمول برای بیران ژن القاءکننده

مشک  اصرلی ایر     ،به مر حال گردد،نوترکید استفاده می
-مرم  ترکید گران بودن و سمیت آن بررای انسران اسرت.   

ی میزبان سرمی  برای باکتر IPTGچنی  به دلی  ای  که 
معمرول من رر بره افرزای      به طور غلظت بالای آن  است،

شرود  مرای براکتری مری   بیان ژن و کرام  میرزان سرلول   
مای باکتری نیز به نوبه خود ( و کام  میزان سلول3،23)

سبد کام  بیان ژن خوامد شد. به منظور ای راد تعرادل   
  IPTGثیر متضراد، میرزان بهینره غلظرت     أبی  ایر  دو تر  

 مر پروتیی  باید بره طرور اختصاصری تعیری  گرردد.     برای 
دمنرد کره میرزان غلظرت     گذشرته نشران مری    مایهمطالع

IPTG     5ترا   005/0مورد استفاده بررای القرا بیران ژن از 
 ( .23باشد )میلی مولار می

بره  تروان  ، را  مری  lacالقاء کننده طبیعی اوپران  لاکتوز، 
کره   . مشرخص گردیرده اسرت   نمرود استفاده  IPTG جای

برای القاء بیران ژن نوترکیرد در     IPTG لاکتوز به اندازه 
Escherichia coli لازم به ذکر است  .(6)باشدمی ثرؤم

لاکتوز را به عنوان  Escherichia coliکه چون باکتری 
نماید، با گذشت زمان مقدار لاکتوز منبع کرب  استفاده می

) از یابد، بنرابرای  لازم اسرت کره پر    در سلول کام  می
، بره طرور مرداوم، در    القراء   در زمان شرروع افزودن لاکتوز 

      فواص  زمانی مناسد لاکتوز به محیط کشت اضافه گردد.
به تنهرایی و بره    IPTG ثیر لاکتوز و أتدر تحقیق حاضر، 

، بری    1اینترفررون بترا   زمان، بر میرزان بیران ژن   طور مم
 1ون بترا  تری  میزان پروتیی  اینترفرر بی  .بررسی گردید

 با لاکتوز  IPTG که بخشی از شدبی  در شرایطی حاص  
برا   IPTG ازجرایگزینی بخشری    جایگزی  گردیرد. % 0/ 2

 یایر  دارو گیرر  مزینره تولیرد    کام  چشم سبد لاکتوز
 گردد.وترکید مین

 ها:مواد و روش
 میکروارگانیسم :

 Escherichia coli BL21باکتری نوترکیرد سروش   

(DE3) ا ژن اینترفرون بتا از شررکت زیسرت    کلون شده ب
 دارو دان  تهیه شد.

بررسی کینتیک رشد باکتری اشریشیاکلی در محیط 
 مایع :  LBکشت غنی 

 100برره اضررافه  LB1محرریط کشررت    لیترررمیلرری100
لیتر از بانک میلی 1، با mg/ml  10میکرولیتر کانامایسی 

 سلولی باکتری اشریشریاکلی نوترکیرد  تلقریح شرد و  در    
گرراد  و دور  درجره سرانتی   31شیکر انکوبراتور  برا دمرای    

rpm2 250  ساعت قررار داده شرد. در فواصر      2به مدت
  لیترر از کشرت برداشرته و   میلری  1ساعته مر بار  1زمانی 

 خوانده شد. OD600nm جذب نوری آن در
 تهیه مایع تلقیح  )کشت شبانه(:

تر میکرولی 100به اضافه  LB میلی لیترمحیط کشت100
میلی لیتر از بانرک سرلولی    1، با mg/ml  10کانامایسی 

براکتری اشریشرریاکلی نوترکیررد تلقرریح شررد و  در شرریکر  
 rpm 250گراد  و دور درجه سانتی 31انکوباتور  با دمای 

 3ساعت قرار داده شد تا به جذب نوری حردود   2به مدت 
(OD600~3) .برسد 

 1بتاا  اینترفرون کشت باکتری و بیان شدن پروتئین
 :بی 

                                                 

1 Luria-Bertani medium 
2 Revolutions per minute 
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میکرولیتر  100به اضافه  LBمحیط کشت  لیترمیلی100
لیترر از کشرت شربانه    میلری  1، با mg/ml 10کانامایسی 
-درجه سانتی 31در شیکر انکوباتور  با دمای  تلقیح شد و
قرار داده شد. پ) از گذشت مدت  rpm 250گراد  و دور 
 6/0برابر  OD600nmساعت و رسیدن به  3زمان حدود 

بره  %   0/ 2و  لاکتوز   IPTGاضافه کردن القاءکننده )  با
به محریط کشرت، براکتری وارد فراز      (تنهایی یا با یکدیگر

سرراعت انکوباسرریون در   6پرر) از  بیرران پررروتیی  شررد. 
، جمع آوری rpm 250گراد  و دور درجه سانتی 31دمای
مای باکتری از محیط کشت با استفاده از سانتریفیوژ سلول
 rpm گرراد برا دور   درجره سرانتی   3در دمرای   داریخچال
دقیقه ان ام شد. مایع رویی دور ریخته  10به مدت  3000

شستشو داده شد، پ) از  1PBSبا بافر  شد و توده سلولی
سانتریفیوژ و دور ریخت  مایع رویی توده سلولی به دسرت  

گراد قاب  نگهرداری  درجه سانتی -20آمد. توده سلولی در 
د برای استخراج پروتیی  مورد نظر اسرتفاده  می باشد تا بع

 شود.
 

 تخریب دیواره سلولی باکتری :
 به توده سلولی، سوسپانسریون سرلولی   PBSبا افزودن بافر

تهیه گردید. فالکون حاوی سوسپانسیون سلولی در ظرر   
یخ قرار داده شد و با کمک دستگاه سرونیکیتور بره مردت    

خراموش( دیرواره   ثانیره   30ثانیه روشر  و   30دقیقه ) 20
سلولی براکتری تخریرد گردیرد. قررار دادن روی یرخ بره       
منظور جلوگیری از برالا رفرت  دمرا و ممانعرت از دنراتوره      

 گیرد.بی صورت می 1شدن پروتیی  اینترفرون بتا 
 

شوی اجسام سلولی و دستیابی به انکلوژن  شست و
 بادی)پروتئین نوترکیب اینترفرون بتا(:

مرا  مای براکتری کره دیرواره آن   لسوسپانسیون حاوی سلو
 rpmشکسرته شرده برود برا دور     توسط دستگاه سونیکاتور

دقیقه سانتریفیوژ گردید. مایع رویی  15به مدت   10300
کرره ممرران )انکلرروژن بررادی ( دور ریخترره شررد و رسرروب 

درجره   -20در باشرد مری  پروتیی  نوترکید اینترفرون بترا 
 ای بررسری و بعرد برر   قاب  نگهرداری اسرت ترا    گرادسانتی

                                                 

1 Phosphate-buffered saline 

 برا  تعیی  وزن مولکولی پروتیی  نوترکید اینترفررون بترا  
 استفاده شود. استفاده ازالکتروفورز ژل پلی آکری  آمید

 
تفکیک و تعیین وزن مولکولی پاروتئین نوترکیاب   

 : SDS-PAGE2 اینترفرون بتا با استفاده از
-Bio (یرورد ا بر  شررکت  ساخت الکتروفورز عمودی تانک

Rad)  ی پروتیی  اینترفرون بتا استفاده شرد.  ایشناسبرای
 مترراکم  ژل برالا  در قسمتی، دو صورت الکتروفورز به لژ

 تهیره  %درصرد 13جداکننرده   ژل پرایی   در و %3کننرده  
میکرولیترر   500گرم از انکلوژن برادی وزن شرد و   2/0.شد
میکرولیتر از ایر    50بار تقطیر به آن افزوده گردید.  2آب 

% 5حراوی    برافر نمونره  کرولیترر  می 50سوسپانسریون برا   
دقیقه در دمرای   3بتامرکاپتواتانول، مخلوط شد و به مدت 

میکرولیترر از   10گراد حرارت داده شد و درجه سانتی ۳5
آن توسط سرنگ ممیلتون درون چامک ژل آکریر  آمیرد   

 تزریق گردید.
 

 بررسی مقدار بیان پروتئین  نوترکیب اینترفرون بتا :
و نرم  (Bio-Rad)  تگاه دانسیومتر نوریبا استفاده از دس

و بر اساس شدت باند ای راد شرده   Quantity  One افزار
 کیلودالتون ان ام گرفت. 3/12روی ژل در بخ  

 
 بی 1ینگ پروتئین اینترفرون بتا وسترن بلات

و برا    semi-dryبرا روش  مای الکتروفرورز شرده   پروتیی 
 ,western detection (Invitrogenاستفاده از کیرت 

CA, USA)  منتق  گردید. غشاء بره  به غشاء نیتروسلولز
در فسرفات   % 2مدت یک ساعت با آلبومی  سرم گراوی  

انکوبه شد. سپ) یک Tween 20(/PBST) بافر سالی /
 ,Anti-β-IFN Mouse mAb)ساعت با آنتی بادی اولیه 

Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, 
Germany)   1در % BSA/PBST   (به مدت یک  و سپ

 Goat Anti-Mouse Total Ig)با آنتی بادی ثانویه ساعت 
Peroxidase conjugate, Calbiochem, Merck 

Millipore,  Darmstadt, Germany) 1 در % 
BSA/PBST        انکوبه شد. پ) از مرر برار انکوباسریون غشراء
  شسررته شررد. سررپ) بررلات بررا اسررتفاده   PBSTسرره بررار بررا 

                                                 

2 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis 
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diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride  و
  پروکسید میدروژن تهیه شد. 

 
 یافته ها:

بررسی کینتیک رشد باکتری اشریشیاکلی در محیط 
 مایع  LBکشت غنی 

بررسری کینتیررک رشررد براکتری اشریشرریاکلی در محرریط   
مرررایع بررره منظرررور تعیررری  زمررران  LBکشرررت غنررری 

ان در زمان القاء( و طرول مردت زمر   )  (OD600nmالقاء
دمرد  انکوباسیون ان ام شد. نتایج به دست آمده نشان مری 

کشد تا براکتری اشریشریاکلی   ساعت طول می 1که حدود 
. (Lag phase)مرایع آداپتره  شرود     LBبا محیط کشت 

برابرر برا    OD600nmساعت بره   2پ) از گذشت حدود 
 (Log phase)رسد و وارد فراز رشرد لوگراریتمی   می 3/0

سرراعت و رسرریدن برره  6 گذشررت پرر) از شررود. ومرری
OD600nm  وارد فاز سکون   3/2برابر با(Stationary 

phase) (. بنرابرای  القراء بیران ژن در   1می شود )نمودار 

OD600nm اوای  فاز رشد لوگاریتمی( ان رام   6/0 ابربر(
ساعت در نظر گرفتره شرد    6طول مدت انکوباسیون  شد و
 (.1)نمودار

 

 
 Escherichia coliنوترکید سرویه  اکتریرشد ب منحنی:  1نمودار 

BL21 (DE3) کشت  محیط درLB 

بای باا    1افزایش میزان بیان پروتئین اینترفرون بتا 
زماان باه   به طاور هام   IPTG استفاده از لاکتوز و

 عنوان القاءکننده

درای  مطالعه به منظور افرزای  میرزان بیران پرروتیی  و     
ن برره عنرروا %   0/ 2، از لاکترروزIPTG ءکررام  مزینرره 

اسررتفاده  IPTGالقاءکننررده برره ممررراه مقررادیر مختلرر   
مرای  تری  میرزان اینترفررون بترا در سرلول    گردید. و بی 
کلی زمانی مشامده شد که ژن اینترفررون  اباکتری اشریشی

لاکتروز بره طرور    %   0/ 2و  IPTGمیلی مرولار  5/0بتا با 
 SDS-PAGEو پر) از آنرالیز برا     زمران القاءگردیرد  مم

برا دسرتگاه    یبر  1بتا  نترفرونیاپروتیی    ( میزان1)شک 
 (.1)جدولدانسیومتر تعیی  شد

بی برا اسرتفاده    1مقایسه میزان بیان پروتیی  اینترفرون بتا  -1جدول
 به عنوان القاءکننده IPTG  از لاکتوز و

 
 بی )%( 1القاء کننده     میزان بیان پروتیی  اینترفرون بتا 

 
1 )IPTG 5/0 1۳   میلی مولار 
 13    %    0/ 2( لاکتوز2
3  )IPTG 5/0  33 %    0/ 2میلی مولار و لاکتوز 
3 )IPTG 1 30   میلی مولار 
5)  IPTG 1 32 %    0/ 2میلی مولار و لاکتوز 
 

%   0/ 2ارنیز بر  لاکتوزدر ابتدا، مریک ساعت یک%   0/ 2پ) از افزودن
 لاکتوز به کشت افزوده گردید.

                              مارکر     1       2       3      3       5

 
 

:آنالیز سرلول شکسرته شرده اشریشریاکلی برا روش ژل پلری        -1شک 
کرولی پرروتیی  )   لوآکری  آمید: ستون اول : مرارکر برر اسراس وزن م   

کیلررو دالتررون (، شررماره بررالای   1363 ,1263 , 25 , 35 , 35 , 6662
( 2مرولار میلری  IPTG 5/0( 1 .اسرت  ی ما نشانه شماره آزمرا ستون
( 3 %   0/ 2مررولار و لاکترروز میلرری IPTG 5/0(  3 %   0/ 2لاکترروز
IPTG 1 5مولارمیلی ) IPTG 1 0/ 2مولار و لاکتوز -میلی   % . 
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شرود،  چنان که در نترایج وسرترن بلاتینرگ مشرامده مری     
 rabbit-anti-hINF-βپروتیی  تولید شده با آنتی بادی 

 1263بری   1اینترفررون بترا   داد. وزن مولکرولی   واکرن   
kDa (.2باشد )شک می 
 

مارکر                                  1       2       3      3       5  

 
: سرتون اول :  بری   1اینترفرون بتا  پروتیی  وسترن بلاتینگ:  -2شک 

 , 25 , 35 , 35 , 6662روتیی  ) کررولی پررلومررارکر بررر اسرراس وزن م
کیلو دالترون (، شرماره برالای سرتون مرا نشرانه شرماره         1363 ,1263

(  3%    0/ 2( لاکترروز2مررولارمیلرری IPTG 5/0( 1 .اسررت آزمررای 
IPTG 5/0 3%    0/ 2مولار و لاکتوز میلی )IPTG 1 5مولارمیلی ) 
IPTG 1 0/ 2مولار و لاکتوز میلی .   % 

 بحث:
 مختل  مایبیماری درمان در بتا اینترفرون اممیت به نظر
 به ضروری فوق پروتیی  بهینه تولید MS بیماری جمله از
در ابتدا اینترفرون بتا از خرون اسرد گرفتره     .رسدمی نظر
. اما میزان اینترفرون بترای بره دسرت آمرده بسریار      شدمی

واحد خون برای به دست  000/۳0ناچیز بود به طوری که 
بره دلیر     چنی مم گرم اینترفرون مورد نیاز بود، 1آوردن 

مای برالقوه  مای خالص سازی و آلودگیمشک  بودن روش
شروند و از  خطرناک که اغلد بره طرور کامر  حرذ  نمری     

مرای حیروانی بررای انسران و     طرفی آلرژن بودن پرروتیی  
پرروتیی   استفاده از ایر   موارد جانبی،  مایامکان بروز اثر

 DNAآوری برا گسرترش فر     .دود برود مح بسیاردارویی 
مرای یوکراریوتی و   نوترکید، ژن اینترفرون بترا در میزبران  

مای نوترکید درمقایسه برا  پروتیی  .پروکاریوتی کلون شد

تر و شوند، ارزانمایی که از منابع طبیعی تهیه میپروتیی 
شروند و  ترر تولیرد مری   مسرتند، در مقیراس بری     ترسالم
  (.13) دارند تریجانبی کم مایاثر

سرریع و نیازمرای    بره دلیر  تکثیرر    باکتری اشریشریاکلی 
طور گسرترده بره عنروان میزبران     به ای ساده و ارزانتغذیه

-قرار مری استفاده مورد مای نوترکید  ییبرای تولید پروت

پر) از ترجمره    مایاما چون قادر نیست تغییر( 11) گیرد
ز آن بررای  مانند گلیکوزیلاسیون را ان رام دمرد اسرتفاده ا   

 .باشرد  مای یوکاریوتی دارای محدودیت مری تولید پروتیی 
 تولید شده  Escherichia coli اینترفرون بتا که توسط

 Interferon β-1b     نام داشته و در حرال حاضرر کراربرد
تر یک متیونی  کم Interferon β-1b ( .3درمانی دارد )

ا آن بر  11از فرم طبیعری آن داشرته و سیسرتیی  شرماره     
ترری دارد. از  سری  جایگزی  شده اسرت و پایرداری بری    

 مای لازم بررای آنزیم فاقد  Escherichia coli کهآن ا 
پررروتیی  فرروق فاقررد زن یررره  باشرردگلیکوزیلاسریون مرری 

(. 15باشرد) کربومیدرات موجود در پرروتیی  طبیعری مری   
نشان داده کره زن یرره قنردی اینترفررون بترای       ماهمطالع

ای تاخوردگی صحیح و یا خرواض بیولروژیکی   گلیکوزیله بر
کره   شرود .ای  ویژگی سبد می (22باشد)آن ضروری نمی

به عنروان میزبران ترجیحری     باکتری اشریشیاکلیبتوان از 
لازم به ذکر است  . استفاده نمود اینترفرون بتاجهت تولید 

میزبان به صورت انکلروژن   ای در Interferon-βتولیدکه 
شرود کره   و ایر  موضروع سربد مری     (25) باشرد بادی می

مراح  استخراج و خرالص سرازی ایر  پرروتیی  تسرهی       
گذشرته ،   مرای هحاصر  از مطالعر   مایطبق گزارش .گردد

مای بیانی مختلفری بررای بیران اینترفررون بترای      سیستم
میرزان  و  استفاده شرده  Escherichia coliنوترکید در

اسرت   تولید اینترفرون بترای نوترکیرد ممرواره کرم بروده     
(10،12،16.) 

 افرزای   و سرازی  بهینره  بررای  زیادی مای تلاش تاکنون

 صرورت گرفتره   نوترکیرد  مرای پرروتیی   مقیراس تولیرد  

(. بهینره سرازی مراحر  مختلر  فراینرد تولیرد       13)است
شود که ایر  دارومرا   دارومای پروتیینی نوترکید سبد می
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 ایر   تر در اختیار بیمراران قررار گیررد. بره    با قیمت ارزان

 بیرانی،  سرازی وکترور   بهینره  مانند زیادی کارمای نظورم

 قردرت تولیدکننردگی   افزای  تولید، شرایط بهینه سازی

 بیران  بررای بهبرود   کشرت  محریط  سرازی  بهینه و سلول

  .(۳) است گرفته صورت IFN-βپروتیی  
 حراوی   Escherichia coliدر ای  تحقیق، از براکتری  

-مری  lacوترور  کره دارای پروم  ،نوترکید  pETپلاسمید 

باشد، برای تولید پروتیی  اینترفررون بترا اسرتفاده شرد و     
، اینترفررون بترا   بر میزان بیران ژن  IPTG ثیر لاکتوز و أت

 .بررسی گردید
مرای  تواننرد بیران پرروتیی    مری  IPTGمم لاکتوز و مرم  

در باکتری اشریشریاکلی    lacنوترکید را، توسط پروموتر 
ما به درون سلول آن مای ورودالقاء کنند. با ای  وجود، راه

متفاوت اسرت. اول ایر  کره، لاکتروز برا       شانرثیأو روش ت
شرود، در صرورتی   وارد سلول مری  lac permeaseکمک 
شرود. دوم ایر    می سلول به روش انتشار وارد IPTGکه  

بایرد   lac که، لاکتوز قب  از اتصال به پروتیی  مهار کننده
کتوز تبدی  شرود. در حرالی   توسط بتاگالاکتوزیداز، به الولا

بردون مریت تغییرری، بره طرور مسرتقیم بره         IPTG کره 
 .(5) شودمتص  می lac پروتیی  مهار کننده

 با مد  افزای  دادن میزان بیان پروتیی در ای  مطالعه،  
با  IPTG بخشی از ،IPTGو کام  مزینه  اینترفرون بتا

نشران   1شرک   طورکره در  ممران  لاکتوز جایگزی  گردید.
 بری  1پروتیی  اینتر فرون بترا  میزان بیان  داده شده است،
طور مولار بهمیلی IPTG 5/0% لاکتوز و 2/0با استفاده از 

 ،مرا بره تنهرایی   نسبت به مر کردام از القاءکننرده   ،زمانمم
مای تولید شرده  % ک  پروتیی 33برابر با  افزای  داشت و

 .(1)جدول  توسط باکتری اشریشیاکلی نوترکید بود

 گیری:نتیجه
 1تری  میزان پروتیی  اینترفررون بترا   در ای  مطالعه بی 

برا   IPTG بی  در شرایطی حاصر  گردیرد کره بخشری از    
زمان رسد که حضور مملاکتوز جایگزی  گردید. به نظر می

-مای متفاوتی وارد سلول میمر دو القاءکننده، که با روش

افرزای    ماشود که غلظت درون سلولی آنشوند سبد می
یابد و در نتی ه بیان ژن مورد نظر نیرز افرزای  یابرد. بره     

تر پرروتیی   طور خلاصه با استفاده ازای  روش میزان بی 
. ایر  روش  شرد ترر تولیرد   بی با مزینه کم 1اینترفرون بتا 

مای نوترکید دیگر نیز مرورد  تواند برای تولید پروتیی می
 بررسی و استفاده قرار گیرد.

   :سپاسگزاری 
رشد دارویی  مرکز محترم ممکاران تمامی از وسیلهبدی 

جهت فرامم نمودن امکانات و  تهران پزشکی علوم دانشگاه
 .داریم را تشکر کمال ت هیزات لازم برای ای  پژوم 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
96

.7
.2

7.
12

.4
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

25
 ]

 

                               6 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1396.7.27.12.4
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1009-fa.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هفتم شماره بیست و هفتم - تابستان 1396 ، کبری مرادیان و همکاران

15

 

 منابع
1. Antonetli FA, Comparision of  biological activity of two recombinant IFN beta 
preparations used in the treatment of relapsing remitting multiple  sclerosis.J Interferon 
cytokine,2002;22(12):1181-4. 
2. Arase Y, Suzuki F, Akuta N, Sezaki H, Suzuki Y, Kawamura Y, et al. Efficacy and 
safety of combination therapy of natural human interferon beta and ribavirin in chronic 
hepatitis C patients with genotype 2 and high virus load. Intern Med, 2010; 49(11): 965-70. 
3. Bentley WE, Davis RH, Kompala DS, Dynamics of CAT expression  in E. coli. 
Biotechnol Bioeng, 1991;38:749–60. 
4. Brickel maier M. Elisa methods for the analysis of antibody responses induced in 
multiple Sclerosis patient treated with recombinant Interferon-β. J Immunol methods, 1999; 
(1-2):121-35. 
5. Donovan RS, Robinson CW, Glick BR, Review: optimizing inducer and culture 
conditions for expression of foreign proteins under the control of the lac promoter. J Ind 
Microbiol 1996;16:145–54. 
6. Foor F, Morin N, Bostian KA. Production of Ldihydroxy phenylalanine in Escherichia 
coli with the tyrosine phenol-lyase gene cloned from Erwinia herbicola. Appl Environ 
Microbiol 1993;59:3070–5.                                     
7. Goldberg LD, Edwards NC, Fincher C, Doan QV, Al-Sabbagh A, Meletiche DM. 
Comparing the cost-effectiveness of disease-modifying drugs for the first-line treatment of 
relapsing-remitting multiple sclerosis. J Manag Care Pharm, 2009;15(7): 543-55. 
8. Haasbach E, Droebner K, Vogel AB, Planz O. Low-dose interferon Type I treatment 
is effective against H5N1 and swine-origin H1N1 influenza A viruses in vitro and in vivo. J 
Interferon Cytokine Res, 2011; 31(6): 515-25. 
9. Han YK, Koo TY, Lee GM. Enhanced interferonbeta production by CHO cells 
through elevated osmolality and reduced culture temperature. Biotechnol Prog, 2009; 25(5): 
1440-7. 
10. Itoh S, Mizukimi T, Matsumoto T, Tatsunari N, Satto A, Efficient expression in 
Escherichia coli of a mature and modified human Interferon-β. DNA, 1984; 3(2):157-165. 
11. Lin W,High level extracellular production of penicillin acylase by genetic engineering 
of E.coli.J Chem Biotechnol,2001;76:1030-1037. 
12.   Mashko S V, Veikjo V P, Lapidus A L , Lebedeva MI,TGATG vector: A new 
expression system for cloned foreign genes in E. coli cells. Gene, 1990; 88:121-126. 
13. Meyer O. Interferons and autoimmune disorders. Joint Bone Spine, 2009; 76(5): 464-
73. 
14. Muller N, Derouazi M, Van TF, Wulhfard S, Hacker DL, Jordan M, et al. Scalable 
transient gene expression in Chinese hamster ovary cells in instrumented and non-
instrumented cultivation systems. Biotechnol Lett, 2007; 29(5): 703-11. 
15. Pallarol J,Two dimensional polyacrylamid gel electrophoresis of proteins.Method in 
molecular Biology,1984;1:88-88. 
16. Porter A G, Bell L D, Adair J, Novel modified β- Interferons: gene cloning, 
expression, and biological activity in bacterial extracts. DNA,1986; 5(2)137-148. 
17. Runkel L, Meier W, Pepinsky  R, Karpusas M.Structural and functional  difference 
between Glycosylated and nonglycosylated form of human interferon beta.Pharmaceutical 
Research,1998;15(4). 
18.   Sambrook J, Fritsch EJ, Molecular cloning a laboratory manual, 2002. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
96

.7
.2

7.
12

.4
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

25
 ]

 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1396.7.27.12.4
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1009-fa.html


16

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هفتم شماره بیست و هفتم - بررسی اثر القاء کنندگی ...

19. Sims TL, McGee M, Williams RF, Myers AL,Tracey L, Hamner JB, et al. IFN-beta 
restricts tumor growth and sensitizes alveolar rhabdomyosarcoma to ionizing radiation. Mol 
Cancer Ther, 2010; 9(3): 761-71. 
20.   Tabor S. A bacteriophage T7 RNA Polymerase promoter system for controlled 
exclusive expression of specific genes. J PNAS USA,1985; 82:1074-1078. 
21. Taylor KL, Leaman DW, Grane R, Mechti N,Borden EC, Lindner DJ. Identification 
of interferon-beta-stimulated genes that inhibit angiogenesis in vitro. J Interferon Cytokine 
Res, 2008; 28(12): 733-40. 
22. Utsumi j,Ogama EM,Nagahata T,Kasamak.Carbohydrate dependent biological 
activities of glycosylated  human Interferon β on human Hepatoblastoma cell invitro. 
Microbial Immunol,1995;39(1):81-86. 
23. Weinstock-Guttman B, Ramanathan M,Zivadinov R. Interferon-beta treatment for 
relapsing multiple sclerosis. Expert Opin Biol Ther, 2008; 8(9): 1435-47. 
24.   Wood TK, Peretti SW, Effect of chemically induced, cloned gene expression on 
protein synthesis in E. coli. Biotechnol Bioeng, 1991;38:397–412. 
25. Zean R, Knauf  M, Croze E. The use of zwttergent 3-14 in the purification of 
recombinant human  IFN β -.J of Interferon and cytokine,1995;15:31-37. 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
96

.7
.2

7.
12

.4
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1396.7.27.12.4
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1009-fa.html
http://www.tcpdf.org

