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Abstract 
Aim and Background: Enterokinase is a gastrointestinal enzyme that acts as a protease with a 
specific sequence. Due to the ability of enterokinase to enzymatically digest the recombinant protein 
at its specific site (including the four amino acids Aspartic acid and one amino acid lysine), which is 
targeted at the protein, as a very useful tool for purification and separation Target protein from the 
non-target part is used in the pharmaceutical, food and industrial industries. 

Materials and Methods: Independent variables used included OD (0.6, 1.2 and 1.8) at 600 nm, 
IPTG concentration (0.2, 0.5 and 0.8 mM) and The type of bacterial strain was (ShuffleT7, BL21, 
NICO21). The response surface methodology (RSM) in the form of a central composite scheme was 
used to predict independent variables on the production of enterokinase enzyme. 

Results: OD equal to 1.8 at 600 nm wavelength, IPTG concentration of 0.71 mM and type of 
ShuffleT7 bacterial strain, LB culture medium, 2.5 mM lactose concentration and 25 ° C induction 
temperature, for production Recombinant enterokinase was optimized. 

Discussion and Conclusion: Drug proteins play an important role in modern molecular medicine 
therapies. Enterokinase gene expression in the bacterial system facilitates the purification of low 
concentrations, so large-scale, highly purified recombinant proteins can be produced and optimized in 
the bacterial system. 
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 سازی تولید زنجیره سبک آنزیم انتروکینازبهینه
 منظور استفاده در صنایع داروییانسانی به 

 1، وجیهه زرین پور2، احد یامچی*1، محمد مهدی فرقانی فرد1محمد ابراهیمی فرد
 .رانی، دامغان، ای، واحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلامیشناس ستیگروه ز. 1
 .رانی، گرگان، اعلوم کشاوزی و منابع طبیعی گرگاندانشگاه  ،یوتکنولوژیگروه ب. 2

 چکیده
دلیل کند. بهعنوان یک پروتئاز با توالی خاص عمل میکیناز یک آنزیم دستگاه گوارش است که بهانتروسابقه و هدف: 

رتیک اسد و یک برای هضم آنزیمی پروتئین نوترکیب در سایت اختصاصی آن )شامل چهار اسید آمینه آسپاتوانایی انتروکیناز 
سازی و عنوان یک ابزار بسیار مفید برای امکان خالصشود، به( که در پروتئین هدف قرار داده میاستاسید آمینه لیزین 

 گیرد.جداسازی بخش پروتئین هدف از بخش غیر هدف در صنایع دارویی، غذایی و صنعتی مورد استفاده قرار می

نانومتر، غلظت  600( در طول موج 8/1و  6/0 ،2/1) ODاستفاده شامل میزان متغیرهای مستقل مورد ها: مواد و روش
IPTG  (2/0 ،5/0  مولار( و نوع سویه باکتری )میلی 8/0وShuffleT7, BL21, NICO21 بود. از روش سطح پاسخ )

(RSMدر قالب طرح مرکب مرکزی برای پیش )استفاده شد. بینی متغیرهای مستقل بر میزان تولید آنزیم انتروکیناز 

میلی مولار و نوع سویه باکتری  IPTG 11/0نانومتر، غلظت  600در طول موج  8/1برابر با  ODمیزان ها: یافته
ShuffleT7 محیط کشت ،LB برای تولید آنزیم انتروکیناز گراد، درجه سانتی 25مولار و دمای القاء میلی 5/2، غلظت لاکتوز

 نوترکیب بهینه سازی شد.

بیان ژن انتروکیناز  دارند. یمولکول یپزشک نینو یهادر درمان ینقش مهم ییدارو یهانیپروتئ یجه گیری:و نت بحث
های نوترکیب در کند، بنابراین پروتئینهایی که پایین است را فراهم میسازی غلظتدر سیستم باکتریایی، تسهیل در خالص

 سازی شوند.ریایی تولید و بهینهتوانند در سیستم باکتمقیاس وسیع و با خلوص زیاد می

  Iau Science. ،سازی، کلونینگ، میزبان بیانیانتروکیناز، القاگر پروموتر، خالص کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
انترو پپتیداز یکی از اعضای خانواده سرین پروتئازهای نوع 

II است که در مرز دوازدهه قرار دارد. این  ءگذرنده از غشا
ن یک زیموژن )پروانتروکیناز( که نیاز به عنواآنزیم به

-بهسازی توسط یک پروتئاز دیگر، تریپسین و یا فعال
-به نازیانتروک. (2،1)شود احتمال دودنئاز دارد، سنتز می

را از  یدیاس یدیپروپپت ی،طور اختصاصعنوان پروتئاز، به
 لیفعال تبد نیپسیرا به ترجدا کرده و آن نوژنیپسیتر
به اقع انتروکیناز یک سرین پروتئاز متصلدر وکند. یم

 خاص جایگاهاست که تریپسینوژن را در  در دوازدهه ءغشا
X  LYS-ASP را تبدیل به تریپسین فعال شکند و آنمی

انتروکیناز از روده خوک، گاو، انسان و دیگر (. 4،3)کند می
رسد در اکثر نظر میموجودات خالص شده است که به

سولفیدی باشد. این ری مرتبط با پیوند دیموارد، هترودایم
ساز مشتق شده که شامل آنزیم از یک زنجیره واحد پیش

کیلو دالتونی و زنجیره سبک  82-140زنجیره سنگین 
. هر دو زنجیره انتروکیناز حاوی استکیلو دالتونی  62-28
درصد کربوهیدرات است. انتروکیناز در ابتدا به نام  50-30

شد، که برای اولین بار توسط اخته میشن انتروپپتیداز
. کونیتز در (5) کشف شد 1811پاولوف روسی در سال 

عنوان فعال کننده در اولین بار انتروکیناز را به 1131سال 
دودنئوم پستانداران معرفی کرد که تبدیل آنزیمی 
تریپسینوژن به تریپسین با استفاده از انتروکیناز خالص 

انتروکیناز یک کیناز نیست، . دادخوکی را انجام می
بنابراین در حال حاضر این آنزیم به نام انتروکیناز که 

شناخته می  منعکس کننده فعالیت پروتئولیتیک آن است،
های بعد از کشف انتروکیناز و شناسایی ویژگی .(6( شود

اختصاصی این آنزیم، در اکثر موارد استفاده تجاری 
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بافت دوازدهه حیواناتی انتروکیناز به منابع جدا شده از 
ود شده بود. اکنون استفاده از مانند گاو و خوک محد

وری مهندسی پروتئین امکان تولید و بیان ناهمگن فنا
انتروکیناز در میزبان پروکاریوتی به شیوه نوترکیب را 

این آنزیم نقشی کلیدی در آبشار  (.1) ایجاد کرده است
شکستن پپتید کند و آن گوارشی دستگاه گوارش بازی می

سازی انتهای آمینی تریپسینوژن و تولید تریپسین فعال
فعال است، در نتیجه پس از آن تریپسین منجر به فعال

های پانکراسی )تریپسین، سازی دیگر زیموژن
 شودکیموتریپسین، کربوکسی پپتیداز و الاستاز( می

(8،1.) 
 TEV, 2Xa3، فاکتور 1در حال حاضر انتروکیناز، ترومبین

و غیره پروتئازهایی هستند که برای برش پروتئین ترکیبی 
تولید شده در باکتری استفاده می شوند. در میان این 

آل برای عنوان یک آنزیم ایدهپروتئازها، انتروکیناز به
سازی پروتئین هدف با شکست دنباله خاص از خالص

دلیل به(. 11،10،1) رودشمار میپروتئین ترکیبی به
در  ترکیبنو نتروکیناز برای شکافتن پروتئینتوانایی ا

های ، دناتورهی بسیار خاص در حضور مواد شویندهجایگاه
و درجه  pHمختلف، عمل در یک محدوده گسترده 

، این آنزیم تبدیل به یک ابزار بسیار جذاب و مفید حرارت
برای جداسازی نواحی پروتئین نوترکیب در بیوتکنولوژی 

 (. 12) شده است
به با توجه ،های گذشته منبع انتروکیناز طبیعیلدر سا
های بالای استخراج و جداسازی آنزیم از حیوانات هزینه
که در نهایت منجر به تولید پروتئین آلوده و محدود  بوده،
منظور توسعه تولید ها به. بنابراین تلاشگردیدمی

انتروکیناز با استفاده از روش مهندسی ژنتیک معطوف 
در سال و همکاران  Kimعنوان مثال، به (.13) شده است

 یانسان نازیسبک انتروک رهیزنج سازیو خالص انیب 2021
را مورد مطالعه  یاکلایشیاشر یمحلول و فعال در باکتر

در و همکاران  Aghaeepoor چنینهم. (14) قرار دادند
 میآنز دیتول سازینهیبه یبه بررس 2011سال 

با  یکلایشیاشر یباکتر هیسو در بینوترک نازیپتوکیاستر
، تاکنون حال ینبا ا (.15) روش سطح پاسخ پرداختند

ژن  یانب یطشرا یساز ینهبه ینهدر زم یمطالعه ا یچه
 مطالعه ینهدف از ا ین، بنابراانجام نشده است ینازانتروک

 هایهیدر سوانسانی  نازیانتروک میژن آنز انیو ب نگیکلون
 هیسو نیبه بهتر یابیتدسو  E.coli یگوناگون باکتر

                                                           
1 Thrombin 
2 Factor Xa 
3 Tobacco Etch Virus 

 انیجهت ب طیشرا و نازیانتروک میمولد آنز  E.coli یباکتر
 بوده است.  ژن

 هامواد و روش
 مواد

، BL21 هایسویه E.coliدر این پژوهش از باکتری 

NICo21 ،Shuffle T7  برای بیان پروتئین انتروکیناز
 pET15bاستفاده شد. وکتور مورد استفاده در این مطالعه 

سیلین و ت. این وکتور دارای مارکر انتخابی آمپیاس
 .استT7 پروموتور 

 هاروش
 یهااستخراج داده استخراج پلاسمید نوترکیب

سازه  یمربوط به ژن موردنظر از بانک ژن و طراح
 یژن

 ECدر این مطالعه از روی ژن اصلی انتروکیناز انسانی )
 (، سازه ژنی موردنیاز طراحی گردید.3.4.21.9

 Competent Cell هیته
و  Zurawa-Janickaمراحل تهیه کشت بر اساس روش 

طور خلاصه، پس از تهیه ( انجام شد. به2011همکاران )
LB broth به آن سلول میزبان ،BL21 ،Nico21  و

Shuffle T7 ( برای استخراج پلاسمید از 1اضافه شد  .)
های کشت داده شده داخل پلیت با استفاده از تک کلنی

کشت داده و  LB brothبرداشته شد و داخل محیط لوپ 
سلین بیوتیک آمپی( آنتیmg/L 100میکرولیتر ) 5مقدار 

 نیز اضافه گردید.

در مقیاس کوچک طبق دستورالعمل  pET15bپلاسمید 
 .گردیداستخراج  Thermoبا کیت 

 یید استخراج پلاسمید  أبرای ت PCRانجام 
میکرولیتر  25م ( در حجPCRمراز ) واکنش زنجیره پلی

 5/2طر دو بار تقطیر، مقمیکرولیتر آب 15/12شامل 
میکرولیتر مخلوط  x10 ،5/0بافر واکنش میکرولیتر 

ر دو میکرولیتر از ه 5/0مولار، میلی 10نوکلئوتیدی 
میکرولیتر آنزیم  5/0(، پیکومول 10آغازگر اختصاصی )

 DNAمیکرولیتر  5واحد/میکرولیتر( و  5مراز ) تک پلی
در این تحقیق از یک برنامه  نانو گرم( استفاده گردید. 50)

طور اختصاصی برای آغازگرها استفاده چرخه حرارتی به
درجه  15گردید. برای مرحله واسرشت اولیه دمای 

 35 تکثیر در دقیقه اعمال شد. 5مدت گراد بهسانتی
دقیقه، دمای  1مدت بهگراد درجه سانتی 14سیکل شامل 
 دقیقه و دمای 1مدت بهدرجه  56رها اتصال پرایم
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صورت  ثانیه 50 مدتگراد بهدرجه سانتی 12گسترش 
 12مرحله گسترش نهایی گرفت. یک سیکل نهایی شامل 

در  PCRمحصول  دقیقه بود. 10مدت گراد بهدرجه سانتی
 80ولت در  80و با ولتاژ ثابت  TBEدرصد  5/1ژل اگارز 

 (.11،16)دقیقه الکتروفورز شد 

 هضم آنزیمی
منظور درج قطعه نوترکیب در پلاسمید، ابتدا لازم است به

های وسیله آنزیمهکه هم قطعه نوترکیب و هم پلاسمید ب
انجام هضم آنزیمی در  برایمحدودگر یکسان، بریده شوند. 

های ابتدا و انتهای قطعه نوترکیب، جایگاه برش برای آنزیم
BamHI  وXhoI پلاسمید تعبیه شد .pET15b  هم در

های برش برای این دو آنزیم را جایگاه کلونینگ خود محل
مواد موردنیاز برای انجام واکنش هضم آنزیمی داشت. 

 X10 (4، بافر میکرولیتر( 2) شامل آب استریل
، (unit/µl10) میکرولیتر BamHI ،1، آنزیم میکرولیتر(

، پلاسمید و (unit/µl10) میکرولیتر XhoI  ،2/1آنزیم 
منظور بهبود.  ماکروگرم( 1) میکرولیتر 12، ژن قطعه

ها بر روی اطمینان از انجام واکنش هضم آنزیمی، نمونه
برده شدند و از هر کدام از   TBEدرصد 5/1 آگارز ژل

 (.18) نمونه ها، یک کنترل نیز گذاشته شد

 RSMطراحی آزمایش مرحله اول با  .1جدول 

 فاکتور
 سطح

IPTG (mM) Host Cell OD 

2/0 BL 21 6/0 1 

5/0 Shuffle 2/1 2 

8/0 Nico 8/1 3 

RSM  فاکتور 3با 

Factor 3: IPTG Factor 2: Host Cell Factor 1: OD Run 

2/0 BL 21 (1) 6/0 1 

8/0 BL 21 (1) 6/0 2 

5/0 BL 21 (1) 2/1 3 

2/0 BL 21 (1) 8/1 4 

8/0 BL 21 (1) 8/1 5 

5/0 Shuffle (2) 6/0 6 

2/0 Shuffle (2) 2/1 1 

8/0 Shuffle (2) 2/1 8 

5/0 Shuffle (2) 2/1 1 

5/0 Shuffle (2) 2/1 10 

5/0 Shuffle (2) 2/1 11 

5/0 Shuffle (2) 8/1 12 

2/0 Nico (3) 6/0 13 

8/0 Nico (3) 6/0 14 

5/0 Nico (3) 2/1 15 

8/0 Nico (3) 8/1 16 

2/0 Nico (3) 8/1 11 
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  Host Cellبیان ژن انتروکیناز و انتخاب بهترین 
، بررسی وضعیت بیان در RSMبا استفاده از روش آماری 

OD های ها و غلظتIPTG  مختلف، بهترینHost Cell 
 انجام شد. Host Cellانتخاب گردید و ادامه کار با این 

نیز در این مرحله  IPTGو مقدار  ODچنین بهترین هم
 Host(. برای این مرحله استوک 1)جدول  انتخاب گردید

Cell گراد بیرون درجه سانتی -80از فریزر  های مختلف
میکرولیتر از  200و پس از هم دما شدن، مقدار  شد آورده

ریخته و  LB brothداخل یک لوله حاوی محیط هر کدام 
بیوتیک آنتی (mg/L100) رمیکرولیت 5سپس مقدار 

Amp صورت هو ب شد به آن افزودهovernight  داخل
قرار  rpm 180گراد با دور درجه سانتی 35شیکر انکوباتور 

 LBمحیط  لیترمیلی 100به . سپس پیش کشت فتگر
و داخل شیکر  اضافه شد Ampبیوتیک دارای آنتی

به . حال با توجهقرار گرفتگراد درجه سانتی 35انکوباتور 
OD  وIPTG  مرحله القاء  1های نوشته شده در جدول
ساعت دیگر در  IPTG ،4پس از اضافه نمودن  و انجام

. سپس محتویات قرار داده شدما شیکر انکوباتور با همان د
و  شد داخل یک فالکون استریل ریختهکشت داده شده 

 RSMطراحی آزمایش مرحله دوم با - 2جدول 
 فاکتور

 سطح
1Tm Lactose (mM) Medium 

18 0 M9 1 

25 5/2 LB 2 

32 5 TB 3 

Response Surface Methodology (RSM) with 3 Factor 

Factor 3: Tm Factor 2: Lactose Factor 1: Medium Run 

18 5/2 LB 1 

18 5 TB 2 

32 5 TB 3 

32 0 TB 4 

25 5/2 M9 5 

25 5/2 TB 6 

25 0 LB 1 

32 5/2 LB 8 

32 0 M9 1 

32 5 M9 10 

25 5 LB 11 

18 0 M9 12 

25 5/2 LB 13 

25 5/2 LB 14 

25 5/2 LB 15 

18 0 TB 16 

18 5 M9 11 

 
                                                           
1 temperature melting 
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مدت هگراد بدرجه سانتی 4و دمای  rpm 6500در دور 
 (.20،11) گردیددقیقه سانتریفیوژ  14

 تر پروتئینسازی بیان بیشبهینه
 سازی در مرحله القاء پروتئینبهینه

بالاتر در مرحله القاء،  سازی و گرفتن بیانمنظور بهینهبه
 mMهای از القاگر لاکتوز در غلظت IPTGبر القاگر علاوه

 نیز استفاده شد. 10-40

نوع  یمارهایت بیکشت، ترک طیانواع محبررسی 
 القا یالقاگر و دما

در این مرحله برای گرفتن بهترین بیان ممکن، شرایط 
و بر پایه نتایج مرحله  RSMمختلفی طبق روش آماری 

(. به این صورت که باکتری با 3ل، طراحی شد)جدول او
 شرایط زیر وارد این مرحله شد:

Shuffle T7  ,  IPTG=0.71mM  ,  OD= 1.8 

ثابت بود و فاکتورهای  IPTG, ODدر تمام تیمارها مقدار 
های متغیر بودند. محیط 2مشخص شده طبق جدول 

کشت مورد نیاز این مرحله نیز تهیه گردید.)در محیط 
M9  گلوکز بعد از اتوکلاو و توسط فیلتر به محیط اضافه

درجه  35شد( دمای قبل از القاء نیز برای تمامی تیمارها 
بود و دماهای ذکر  rpm 180گراد دور شیکر نیز سانتی

مربوط به زمان القاء و پس از افزودن  2شده در جدول 
 . در پایان این مرحله مراحل استخراج،استماده القاگر 

 سنجی و الکتروفورز نیز انجام شد.غلظت

 جنتای
 سازه ژنی طراحی شده

سازی متناسب با کدونسازه ژنی طراحی شده برای بهینه
 مناسب صورت پذیرفت. RBS و E.coliهای 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 همراه وکتوربهسازه ژنی طراحی شده  -1شکل 

 
 

 استخراج پلاسمید نوترکیب
منظور انجام واکنش الحاق ژن در ناقل، استخراج ناقل با به

انجام شد    Thermoاستفاده از کیت استخراج ناقل شرکت 
ولیتر میکر 1 یگذاررانجام عملیات استخراج با با درستی و

بررسی  درصد 5/1ژل آگارز  یاز ناقل استخراج شده بر رو
 .و تأیید شد
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 استخراج شده است   pET15bهر سه چاهک مربوط به ناقل   PET15b استخراج پلاسمید .2شکل 

پس از هضم آنزیمی ژن انتروکیناز، الکتروفورز انجام شد و  هضم آنزیمی 
وکتور بیانی نتیجه آن نشان داد که ژن انتروکیناز در 

 کلون شده است.

 
 ژن انتروکیناز کلون شده.. B. ژن انتروکیناز. Aالکتروفورز هضم آنزیمی.  .3شکل 

سازی فرآیند بیان ژن انتروکیناز و انتخاب بهینه
 Host Cellبهترین 

 (ANOVA) واریانس و رگرسیونی تحلیل و تجزیه
 دوم به اندازه ای درجهمشخص نمود که مدل چند جمله

 2R=1653/0 .استضرایب مشخص پاسخ، با گر کافی بیان

خوبی ید این است که مدل رگرسیون، واکنش را بهؤم
درصد از  53/16توضیح داده و مدل برازش شده توانسته 

 مقادیر مورد مطالعه را توضیح دهد. کل تغییرات در دامنه
2R که مشخص گردد چه میزان از معیاری است برای این

 2R یرات توسط مدل شرح داده شده است و در مواردتغی
 1340/0و  1653/0ترتیب که به 1تعدیل شده 2R واقعی و

-گر توصیف مناسبی از پراکندگی داده دست آمدند، بیانبه
چنین مناسب بودن مدل با استفاده از اند. همها بوده

آزمون فقدان برازش مورد بررسی قرار گرفت که در سطح 
از آنجا که فرض (. P> 05/0) دار نبوددرصد معنی 5

                                                           
1 Adjusted R-Squared 

دار نبود؛ مدل بر آزمون عدم برازش در معادله مدل معنی
اساس پارامترهای مختلف برازش گردید. برازش خوب به 
این معنی است که مدل ایجاد شده توانسته است که 

ها را به اندازه کافی توضیح دهد، لذا این  تغییرات در داده
دامنه تعیین شده برای  بینی درمدل جهت پیش

بعدی متغیرهای مورد استفاده مناسب بود. نمودارهای سه
برای متغیرها ترسیم شده است. هر  2سطحی و کانتور

دهند، که شکل اثرات دو متغیر را روی پاسخ نمایش می
-اش ثابت نگهدر هر نمودار متغیر سوم در میزان بهینه

 داشته شده است.

  ODانتخاب بهترین 
 آنزیم بیان مستقل متغیرهاین مرحله یکی از در ای

( با طول 8/1و  2/1، 6/0مختلف ) ODز در سه انتروکینا
نانومتر بررسی شد که از روش سطح پاسخ  600موج 

                                                           
2 Contour plot 
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RSM1 ( در قالب طرح مرکب مرکزیCCD2 برای )
بینی متغییرهای مستقل بر میزان بیان آنزیم پیش

توان یم)الف(  1به شکل -انتروکیناز استفاده و با توجه
-یطور معنهب سمیکروارگانیغلظت م راتییکرد که تغ انیب

 داشته است ریثأت نازیانتروک میآنز انیب زانیبر م یدار
(05/0 <P.) ونه که مشخص استگنبه شکل همابا توجه، 
غلظت  شیراستا با افزاهم نازیانتروک نیپروتئ انیب زانیم
 یحاو یهامونهن وداشته  یشیروند افزا سمیکروارگانیم

 زانیم نیترشیب انیسبب ب سمیکروارگانیاز م 8/1غلظت 
 میآنز انیب زانیم نیترکم نیچنهم شده نازیانتروک میآنز

 سمیکروارگانیم 6/0غلظت  یحاو یهادر نمونه نازیانتروک
 بوده است.

 ( IPTGالقا کننده ) انتخاب بهترین غلظت
 آنزیم بیان مستقل متغیرهایاز دیگر در این مرحله یکی 

 8/0و  5/0، 2/0مختلف )  IPTG ز در سه غلظتانتروکینا
در  RSMمولار( بررسی شد که از روش سطح پاسخ میلی

بینی ( برای پیشCCDقالب طرح مرکب مرکزی )
انتروکیناز استفاده های مستقل بر میزان بیان آنزیم رمتغیی

 انیب یبرا IPTGغلظت  نیبهتر )ب( 1به شکل با توجهو 
 نیکه ا استمولار میلی 11/0با برابر  نازیانتروک میزآن

 دست آمد.هب نیپروتئ منحنی ریبه سطح زبا توجه هیناح

 انتخاب بهترین سویه  
ز انتروکینا آنزیم بیان سوم  مستقل متغیردر این مرحله 

( ShuffleT7, BL21, NICO21در سه سویه مختلف )
قالب طرح در  RSMبررسی شد که از روش سطح پاسخ 

های بینی متغییر( برای پیشCCDمرکب مرکزی )
به با توجهمستقل بر میزان بیان آنزیم انتروکیناز استفاده و 

 نازیانتروک میآنز انیب یبرا سویه نیبهتر )ج( 1 شکل
ShuffleT7 ریبه سطح زبا توجه سویه نیکه ا است 

 دست آمد.هب نیپروتئ منحنی

رآیند بیان آنزیم ارزیابی نقطه بهینه برای ف
 سازیانتروکیناز در مرحله اول بهینه

های اولیه محدوده مناسبه متغیرهای پس از انجام آزمون
غلظت ، ODمیزان مستقل تولید آنزیم انتروکیناز شامل )

IPTG ( از روش سطح پاسخ )و نوع سویه باکتریRSM )
بینی متغیرهای در قالب طرح مرکب مرکزی برای پیش

میزان تولید آنزیم انتروکیناز استفاده شد )شکل مستقل بر 
تیمار بر  11(. در بهینه سازی تولید آنزیم انتروکیناز از 2

تکرار در نقطه مرکزی  3اساس طرح مرکب مرکزی، شامل 
                                                           
1 Response Surface Methodology 
2 Central Composite Design 

استفاده شد. متغیرهای مستقل مورد استفاده در مرحله 
( در طول موج 8/1و  6/0 ،2/1) ODاول شامل میزان 

مولار( میلی 8/0و  2/0 ،5/0)  IPTGغلظت  نانومتر، 600
(. ShuffleT7, BL21, NICO21و نوع سویه باکتری )

در  8/1برابر با  ODنقطه مرکزی دارای شرایط میزان 
مولار و میلی IPTG 11/0نانومتر، غلظت  600طول موج 

 بود.  ShuffleT7نوع سویه باکتری 

   نازیمرحله دوم انتروک یسازنهیبه
 هترین محیط کشتانتخاب ب

-ند که میهستثر ؤهای زیادی بر شرایط تخمیر مفاکتور
ها نوع ها اثر بگذارند، یکی از آنتوانند بر رشد باکتری

. که ما در این مرحله از استمحیط کشت مورد استفاده 
که از روش سطح  LB3, TB4, M95های محیط کشت

 ( برایCCDدر قالب طرح مرکب مرکزی ) RSMپاسخ 
بینی متغییرهای مستقل بر میزان بیان آنزیم پیش

-یم )د( 1به شکل با توجهانتروکیناز استفاده نمودیم و 
 یداریطور معنهب محیط کشت راتییکرد که تغ انیتوان ب

  P<0.05داشته است. ریثأت نازیانتروک میآنز انیب زانیبر م
 انیب زانیگونه که مشخص است، مبه شکل همانبا توجه

روند تغییر محیط کشت راستا با هم نازیانتروک نیپروتئ
از  LBمحیط کشت  یحاو یهاو نمونه داشته یشیافزا

-شده هم نازیانتروک میآنز زانیم نیترشیب انیسبب ب
محیط در  نازیانتروک میآنز انیب زانیم نیترکم نیچن

 بوده است. M9کشت 

 انتخاب بهترین غلظت لاکتوز
 آنزیم بیان مستقل یمتغیرهادر این مرحله یکی از 

 5و  5/2، 0لاکتوز مختلف ) ز در سه غلظتانتروکینا
در  RSMمولار( بررسی شد که از روش سطح پاسخ میلی

بینی ( برای پیشCCDقالب طرح مرکب مرکزی )
متغییرهای مستقل بر میزان بیان آنزیم انتروکیناز استفاده 

 اترییکرد که تغ انیتوان بیم)ه( 1به شکل با توجهو 
 میآنز انیب زانیبر م یداریطور معنهب غلظت لاکتوز

به شکل با توجه P > 05/0 داشته است. ریثأت نازیانتروک
 نیپروتئ انیب زانیگونه که مشخص است، مهمان
ی شیروند افزاتغییر غلظت لاکتوز راستا با هم نازیانتروک
-میلی 5/2غلظت لاکتوز  یحاو یهاو نمونه داشته کمی

شده  نازیانتروک میآنز زانیم نیترشیب انیبسبب مولار 
نبود در  نازیانتروک میآنز انیب زانیم نیترکم نیچنهم

 بوده است. لاکتوز
                                                           
3 Lysogeny broth 
4 Terrific Broth 
5 Minimal Salts 
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 انتخاب بهترین دمای القاء
 آنزیم بیان مستقل متغیرهایدر این مرحله یکی از 

-سانتی 32و  25، 18ز در سه دمای مختلف )انتروکینا
در قالب  RSMسخ گراد( بررسی شد که از روش سطح پا

بینی متغییرهای ( برای پیشCCDطرح مرکب مرکزی )
به با توجهمستقل بر میزان بیان آنزیم انتروکیناز استفاده و 

طور هب دما راتییکرد که تغ انیتوان بیم )و( 1شکل 
داشته  ریثأت نازیانتروک میآنز انیب زانیبر م یداریمعن

که مشخص  گونهبه شکل همانبا توجه P > 05/0 است.
تغییر دما راستا با هم نازیانتروک نیپروتئ انیب زانیاست، م

-درجه سانتی 25در دمای  هاو نمونه داشتهی شیروند افزا
شده  نازیانتروک میآنز زانیم نیترشیب انیسبب بگراد 

دمای در  نازیانتروک میآنز انیب زانیم نیترکم نیچنهم
 بوده است. گراددرجه سانتی 18

بهینه برای فرآیند بیان آنزیم  ارزیابی نقطه
 سازیانتروکیناز در مرحله دوم بهینه

های اولیه محدوده مناسبه متغیرهای -پس از انجام آزمون
مستقل تولید آنزیم انتروکیناز شامل ) نوع محیط کشت، 

( RSMغلظت لاکتوز و دمای القاء( از روش سطح پاسخ )
بینی متغیرهای در قالب طرح مرکب مرکزی برای پیش

مستقل بر میزان تولید آنزیم انتروکیناز استفاده شد. در 
تیمار بر اساس  11سازی تولید آنزیم انتروکیناز از بهینه

تکرار در نقطه مرکزی  3طرح مرکب مرکزی، شامل 
استفاده شد. متغیرهای مستقل مورد استفاده در مرحله 

(، غلظت LB, TB, M9نوع محیط کشت )اول شامل 
و  25، 18مولار( و دمای القاء )میلی 5و  5/2، 0لاکتوز )

گراد(. نقطه مرکزی دارای شرایط محیط کشت سانتی 32
LB درجه  25مولار و دمای القاء میلی 5/2، غلظت لاکتوز

گیری شده شامل چنین پاسخ اندازهگراد بود. همسانتی
با استفاده از سطح زیر منحنی غلظت آنزیم انتروکیناز 

پیک نمودار کروماتوگرام کروماتوگرافی مایع با فشار بالا 
بود. در روش سطح پاسخ برای هر پاسخی مدلی تعریف 

ها را بر روی هر می شود که اثر مستقل و متقابل متغیر
کند. تجزیه واریانس برای ارزیابی اثرات پاسخ بررسی می

بر روی پاسخ انجام شد. با دار متغیرهای فرآیند معنی
( چند متغیره، R2بستگی )انجام تجزیه و تحلیل ضریب هم

بینی شده پیش R2واقعی و  R2های مختلف بر اساس مدل
-به نتایج پیشمقایسه شد. در نهایت تیمار بهینه با توجه

 (.3)شکل  شودبینی می

 بحث

پزشکی به سمت دوران جدیدی در حرکت است که در آن 
ها در سطح اطلاعات هایی برای مدیریت بیماریروش

ده ند، ایجاد شهستبیولوژی  همگیژنتیکی و پروتئینی که 
 یهادر درمان ینقش مهم ییدارو یهانیپروتئاست و 

های . در حال حاضر، پروتئیندارند یمولکول یپزشک نینو
انسانی نوترکیب، بخش قابل توجهی از داروهای 

 دهند.را تشکیل می FDAیید شده توسط أبیوتکنولوژی ت
 نسبتبه ییایباکتر انیب یهاستمیدر س یگرچه دستکارا

بهبود  یبراثر ؤم یهاروش جادی، اما اآسان و ساده است
 برطرف شود دیاست که با یمانع ،هانیپروتئ تیحلال

سازی و درویشی به تکثیر، کلون 2011در سال  .(21)
ک انتروکیناز گاوی در بررسی بیان زنجیره سب

و  نگیکلونی پرداخت. اما در این مطالعه ما به کلااشریشیا
 یگوناگون باکتر یهاهیوژن، در س انیب طیشرا یسازنهیبه

Escherichia coli  پرداختیم. از دلایل انتخاب این
وری و سرعت بهره ،قیمت پایین ی،بیانی پروکاریوت مستسی
های بیان پروتئین ترین گزینه برایمناسب ست کهبالا

ترین گزینه بهی کلاو در این بین اشریشیا استنوترکیب 
ر این مطالعه این است نقطه حائز اهمیت د .(23،22) تاس

که پروتئین زنجیره سبک انتروکیناز انسانی دارای فعالیت 
در (. 24) به مشابه گاوی استبیولوژیکی بالاتری نسبت

 پروتئین ای بر روی تولیدنصیبی مطالعه 2015سال 
 Shuffle T7 سویه E.coli باکتری در  HFBIنوترکیب
)از  دما کاهش یافت که به این نتیجه دست و انجام داد

 پروتئین بیان میزان ،گراد(درجه سانتی 22به  31
، ایشان دلیل افزایش بیان دهدمی را افزایش نوترکیب

پروتئین نوترکیب را کاهش نرخ رشد باکتری و افزایش 
در این  (25)دانست تر میانرژی باکتری برای تولید بیش

صورت  RSMسازی دما با استفاده از روش بهینهپژوهش 
گراد بهترین دما برای درجه سانتی 25رفت که دمای گ

 .دست آمدهبالاترین مقدار تولید پروتئین نوترکیب ب
کاهش دمای القاء منجر به کاهش میزان سنتز پروتئین 

تواند خواهد شد، چون سنتز پروتئین با سرعت بالا می
 (.26برای تا شدن و حلالیت پروتئین مضر باشد )

Abdollahzadeh در مطالعه 2020در سال  و همکاران-
سازی تولید آنزیم پکتینار از روش آماری ای برای بهینه

RSM ها به این نتیجه رسیدند که و آن استفاده نمودند
ثر ؤبرای بهینه سازی تولید آنزیم م این روش، استفاده از

(، 21) برابر افزایش داد 12 کمابیشبوده و تولید آنزیم را 
 ای کی نبیکه رابطه  RSMروش در این مطالعه از ما نیز 

مستقل )مورد مطالعه(  ریمتغ نیپاسخ را با چند ریچند متغ
-هصرف که منجر به کردیماستفاده  ،(28) کند یم نییتع

  84)این روش  جویی در وقت و افزایش کارایی بیان شد.
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 نیپروتئ منحنی ریز نسبت به سطح میآنز انیبفاکتورهای مختلف ثیرأنمودار ت .4شکل 

 (OD)الف( دانسیته نوری )
 IPTG)ب( غلظت 

 )ج( سویه
 محیط کشت )د(

 )ه( غلظت لاکتوز
 )و( دما
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  ShuffleT7مولار، سویه باکتری میلی 11/0برابر  IPTG، غلظت 8/1برابر  ODثیرات أسازی بیان آنزیم انتروکیناز با تبهینه .5شکل 

 

 

دست آمده بهترین غلظت لاکتوز و بهترین محیط کشت انتخاب ههای ب Areaبه . با توجهمرحله دوم )سطح سه بعدی( سازی تیمارهایبهینه .6شکل 
 گردید.

 Packiam نمونه مورد بررسی کاهش داد(. 11نمونه را به 
 یسازنهیبه به ایهعدر مطال 2020و همکاران در سال 

با استفاده از  یکلاایشیدر اشر بینوترک نیپروتئ دیتول
ها معتقد پرداختند. آن یو تجرب یمحاسبات یکردهایرو

 یبرا بیترتبه یسازنهیبه یهابودند که کاربرد همه روش
تواند یم ندیو فرآ انیدر سطح ب یاتیح یهمه فاکتورها

گام در  نیشود. اول بینوترک نیپروتئ یبه بازده بالا منجر
استفاده از  ،یکلاایشیدر اشر بینوترک یهانیپروتئ دیتول

با استفاده از  یمدل دیتول یمناسب برا یمحاسبات یابزارها
بر یعوامل مبتن یسازنهیاست که به رگذاریثأت یهایژگیو

از  دهاستفا یکند. گام بعدیم لیرا تسه نیژن و پروتئ
زمان و انتخاب براساس  کیفاکتور در  کی یسازنهیبه

ناقل و  زبان،یم نهی، که امکان انتخاب بهاستدانش روز 

چند  یسازنهیبه یکند. گام بعدیرا فراهم م طیمح
 نهیسطوح به ییشناسا یهست که که برا یآمار رهیمتغ

ارجح خواهد بود. در  یانتخاب یندیفرآ یتمام فاکتورها
 یهامده از گامدست آهب اتیتوان با تجربیمدت م ینطولا

و اجرا  یمناسب طراح یمحاسبات یدوم و سوم، ابزارها
عملکرد  ینیبشیقادر به پ ایشرفتهیپ ستمیس نینمود. چن

 هایشیبوده و آزما بینوترک یکلاایشیدر اشر نیپروتئ
و  Hui (.21) کاهش خواهد داد ترشیرا ب یشگاهیآزما

ی که بر روی هایهطبق مطالع 2021همکاران در سال 
های گرم های ترشحی در باکتریبینی بیان پروتئینپیش

منفی انجام دادند به این نتیجه دست یافتند که تشکیل 
های در موقعیت E.coliسولفیدی در های دیپیوند

-پری شود. درپلاسم انجام میسیتوپلاسمی یعنی پریغیر
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سولفیدی اکسیدوردوکتازها و ایزومرازها دی E.coliپلاسم 
سولفیدی را کاتالیز های دیاند که تشکیل پیوندقرار گرفته

تاخوردگی صحیح را  های دارایکند و تجمع پروتئینمی
-ایجاد پروتئین محلول، پری از این رو ،کندپذیر میامکان

های درمانی آلی برای بیان پروتئینپلاسم را به قسمت ایده
که بیان به این(. اما با توجه30) تبدیل نموده استخاص 

بسیار اکسید کننده است،  E.coliپلاسم پروتئین در پری
 مطلوب سولفیدیما برای کسب پروتئین دارای پیوند دی

و در نتیجه تاخوردگی صحیح، استفاده از بیان )انتروکیناز( 
 نمودیم.انتخاب  Shuffle T7در سویه  را سیتوپلاسمی

ید یعلت تشکیل پیوندهابه Shuffle T7سویه 
کار هب T7مراز فاژ پلی RNAتصاصی بودن و اخ یسولفید

مربوط  یتوالی پروموتر یبرا pETرفته در سیستم بیانی 
پروتئین نوترکیب در  سیتوپلاسمی بیان یبه خود، برا

، از دیگر مزایای این سویه، استحائز اهمیت کلی اشرشیا
 .(31-34نادرست اکسید شده است ) اصلاح پیوندهای

Molaee وAbtahi   سازی بهینه یبه بررس 2011در سال
تولید آنزیم استرپتوکیناز نوترکیب در باکتری 

تغییر شرایط ها دریافتند آن ی پرداختند.کلاایاشریش
-تواند باعث افزایش میزان تولید پروتئینمحیط کشت می

های نوترکیب در باکتری میزبان گردد. وجود برخی عوامل 
ایش محصول تنهایی باعث افزغذایی از جمله گلوکز به

شود بلکه امکان دارد کاهش محصول را نیز در پی -نمی
 نیپروتئ انیب زانیمدر این مطالعه  (35) داشته باشد

 ,M9, TB) تغییر محیط کشتراستا با هم نازیانتروک
LB) محیط کشت  یحاو یهاو نمونه داشته یشیروند افزا
LB  وM9 انیبترین میزان ترین و کمترتیب بیشبه 
در ادامه در مرحله القاء را نشان داد،  نازینتروکا میآنز

-استفاده نمودیم که پایین از لاکتوز هم IPTGبر علاوه
ترین بیان سبب بیش مولار(میلی 5/2ترین غلظت لاکتوز )

در سال و همکاران  Babakan پروتئین نوترکیب گردید.
گلوتات  میآنز صیو تخل انیب سازینهیبه یبررس با 2011
-صورت پریبه، هالوترمولرانت یاز باکتر ازدیاندوپپت

 ،مولار القاگرمیلی 2و  1، 4/0های غلظتدر  پلاسمی
برای ها دریافتند که بهترین نتیجه نمودند، آنسازی بهینه

-میلی 2غلظت پروتئین نوترکیب با  پلاسمیکبیان پری
متغیرهای این پژوهش، از جمله (. 36) است IPTGمولار 

و  IPTG  (2/0 ،5/0ز در سه غلظتانتروکینا آنزیم بیان
سطح پاسخ در قالب طرح مرکب مولار( به روش میلی 8/0

بهترین  IPTGمولار میلی 11/0بود که غلظت  مرکزی
از آنجا غلظت برای بیان آنزیم انتروکیناز انتخاب گردید. 

 کیها هنوز یمحلول در باکتر نازیانبوه انتروک دیتولکه 
بیان آنزیم فقط ما در این پژوهش ، ستچالش حل نشده ا

سازی نمودیم، برای تولید انبوه انتروکیناز انسانی را بهینه
نیز مورد بررسی  آنسازی تخلیص این آنزیم باید بهینه

در هر دو  یتجار نازیانتروک میاکنون آنزهمقرار گیرد. 
یوکاریوتی ( و Gen Scriptشرکت ) ییایباکتر زبانیم
   .شودیو به بازار عرضه م دیلتو( Sigmaشرکت )

 گیرینتیجه
 ژن انیب طیشرا یسازنهیو به نگیکلوندر این تحقیق 

 SHuffle هایهیدر سو انسانی نازیانتروک میآنز
T7،BL21  وNICO21  یباکتر Escherichia coli 

صورت گرفت، که بیان بهتر ژن آنزیم انتروکیناز در سویه 
SHuffle T7 رای شرایط میزان با نقطه مرکزی داOD 

 IPTGنانومتر و غلظت  600در طول موج  8/1برابر با 
مولار همراه بود. ارزیابی نقطه بهینه برای میلی 11/0

با  سازیفرآیند بیان آنزیم انتروکیناز در مرحله دوم بهینه
، غلظت LBنقطه مرکزی دارای شرایط محیط کشت 

گراد ه سانتیدرج 25مولار و دمای القاء میلی 5/2لاکتوز 
بیان ژن انتروکیناز در سیستم باکتریایی، صورت پذیرفت. 

 ،پایینهای پروتئین با غلظت سازیتسهیل در خالصسبب 
 با استفاده از نتایج چنین تحقیقاتی، ، بنابراینشودمی

های نوترکیب در مقیاس وسیع و با خلوص زیاد پروتئین
منجر به د توانکه می خواهند شدتولید )تولید صنعتی(، 

 شود. خودکفایی در صنعت داروسازی نوترکیب
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