
 1402، 4، شماره 36جلد                                                             مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی )مجله زیست شناسی ایران(       
732023.21CMR./10.22034 DOR:             723-843، صفحات مقاله پژوهشی 

372 

 در شرایط شبیه ساز بی وزنی EITبیان پروتئین نوترکیب 

 *3علی هاتف سلمانیان و 2شیدا کاشان پور، 1مریم صلواتی فر
 ، پژوهشگاه هوافضاتهران، وزارت علوم، تحقیقات و فناوری ،ایران 1

 لامی واحد علوم و تحقیقات تهراندانشگاه آزاد اس تهران،، ایران 2

  پژوهشکده زیست فناوری کشاورزیپژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری،  تهران، ،ایران 3

 06/07/1401تاریخ پذیرش:  15/04/1401تاریخ دریافت: 

 چکیده

همانند اسهال خونی و سندرم اورمی همولیتیک قادر به ایجاد طیف وسیعی از عوارض  E. coli O157:H7 زایبیماری باکتری

ترین روش مبارزه با این باکتری رسد ایمن سازی، مناسبباشد. به دلیل مشکلات موجود در درمان آنتی بیوتیکی، به نظر میمی

طحی دستگاه ، سه پروتئین اصلی در اتصال باکتری مذکور به اپیتلیال سEspAو  Tir، (Intimin)اینتیمین های باشد. پروتئین

های مذکور در مراحل ابتدائی حمله باکتری، کلونیزاسیون محدود شده و باشند. از طریق ممانعت از اتصال پروتئینگوارش می

-های مذکور و تولید یک پروتئین نوترکیب کایمر با اتصال آنهای مؤثر پروتئینبیماری مهار خواهد شد. محققان با انتخاب بخش

نوژن مناسب و کارآمدی جهت پیشگیری از بروز این بیماری ارائه نموده اند. از این رو دستیابی به مقادیر ها به یکدیگر، ایمو

باشد. با توجه به افزایش بیان کمّی و کیفی برخی بالای پروتئین نوترکیب در کنار حفظ کیفیت و کارایی آن، بسیار مهم می

در شرایط شبیه ساز بی وزنی یا  EIT نوترکیب پروتئین ر مطالعه پیش رو بیانهای نوترکیب در شرایط حذف نیروی جاذبه، دپروتئین

بر روی دستگاه کلینواستت مورد بررسی قرار گرفت. پس از بهینه سازی شرایط بیان و تائید پروتئین میکروگراویتی )ریز گرانش( 

بیان آن القاء گردید و پس از تخلیص پروتئین توسط ستون  ریز گرانشهای ایمنولوژیک، در شرایط نوترکیب با روش

ها حاکی از آن بودند که علی رغم کاهش میزان های استاندارد مورد سنجش قرار گرفت. یافتهکروماتوگرافی، مقدار آن با روش

وتئین نوترکیب با کیفیتی که احتمالاً به دلیل عدم هوادهی مناسب محیط کشت بوده است، هم چنان پر ریز گرانشبیان در شرایط 

 تولید گردید. ریز گرانشمناسب در شرایط 

 وزنی، کلینواستت بی ساز شبیه ،EIT نوترکیب پروتئین همولیتیک، اورمی سندرم ،E. coli O157:H7 باکتری های کلیدی:واژه

  salman@nigeb.ac.ir،  پست الکترونیکی:   02144787336* نویسنده مسئول، تلفن: 

 مقدمه

باکتری اشریشیاکلای انتروهموراژیک  O157:H7سویه 

(Enterohemorrhagic Escherichia coli:EHEC)  یک پاتوژن

باشد که سالانه منجر به بروز دو میلیون مهم غذایی می

گردد. باکتری حاد گوارشی در انسان میمورد بیماری 

EHEC  بین انسان و دام مشترک بوده و از طریق آب و

کند. این غذای آلوده به مدفوع دام، به انسان انتقال پیدا می

باکتری در روده کلونیزه شده و معمولاً منجر به کولیت 

گردد. با این وجود، هموراژیک خود محدود شونده می

د آلوده، به سندرم اورمی همولیتیک درصد از افرا 10-5

(hemolytic uremic syndrome: HUS) شوند که نیز مبتلا می

های بیمار است. علاوه عارضه ای تهدید کننده برای کلیه

های التهابی در روده براین در مراحل پیشرفته بیماری، پاسخ

بزرگ بیماران مبتلا بروز نموده و حتی ممکن است به 

های آنتی ویژه کودکان منجر گردد. درمانمرگ افراد به 

شده و از این رو منع مصرف  HUSبیوتیکی باعث تشدید 

های از این رو واکسیناسیون یکی از روش(. 37و 18)دارند 
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باشد و مطالعات امیدبخش برای مبارزه با این بیماری می

(. 29) باشدگسترده ای در این خصوص در حال انجام می

روده ای توسط این عامل بیماری زا، طی های ایجاد عفونت

پذیرد. ابتدا باکتری توسط اجزای دو مرحله انجام می

های اتصالی خود به سلول سلولی مانند فیمریا و پروتئین

-هدف متصل شده و متعاقب آن بافت هدف تخریب می

گردد. سپس با انتقال ترکیبات سمی تولید شده توسط 

 (.24) شودترده تر میباکتری به درون بافت، تخریب گس

براین اساس، کلونیزه شدن پیش نیاز اصلی شروع بیماری 

های کلیدی در این مرحله، کاندیدهای بوده و پروتئین

باشند. می EHECمهمی جهت مطالعات واکسن علیه باکتری 

سه پروتئین اصلی در  EspAو  Tir، (Intimin)اینتیمین 

دستگاه گوارش اتصال باکتری مذکور به اپیتلیال سطحی 

اند که از طریق ممانعت از بوده و تحقیقات نشان داده

ها در مراحل ابتدائی حمله باکتری، کلونیزاسیون اتصال آن

مطالعات  (.31) گرددمحدود خواهد شد و بیماری مهار می

های مذکور کاندیدهای اند که پروتئینپیشین نشان داده

ین بیماری بوده و مناسبی برای اهداف پیشگیرانه از بروز ا

و 27) اند ایمنی مناسبی را علیه بیماری ایجاد نمایندتوانسته

-های مؤثر پروتئیناز این رو محققان با انتخاب بخش(. 35

های مذکور و تولید یک پروتئین نوترکیب کایمر با اتصال 

ها به یکدیگر، ایمونوژن مناسب و کارامدی جهت آن

(. 32و 26، 15) اندئه نمودهپیشگیری از بروز این بیماری ارا

تأثیر ها تحت های آنها و مولکولموجودات زنده، سلول

نیروهای وارده از محیط زیست خود قرار داشته و این 

های زیستی اثر گذار است. جاذبه، نیرویی نیروها بر فعالیت

است که به صورت مداوم به موجودات زنده ساکن بر روی 

این تأثیر شود و همه جانداران تحت کره زمین اعمال می

در شرایط (. 28)اند نیرو، تشکیل، رشد و تکامل یافته

مانند آن چه برای فضانوردان  )بی وزنی(حذف این نیرو 

های ها و مولکولافتد تحولاتی در سلولاتفاق می

های شرایط دهد. در حقیقت ویژگیموجودات رخ می

گذاری  رسوبی کم، تنش برششامل فقدان جاذبه که 

های جاندار باشد بر ویژگیمحیط می ناچیزو تلاطم اندک 

ها نیز از این قاعده میکروب(. 22)اثرات قابل توجهی دارد 

منجر  ( ریز گرانش)مستثنی نبوده و حذف یا کاهش جاذبه 

ای از تغییرات در فیزیولوژی نظیر سرعت رشد، به مجموعه

ها به انواع تنشتغییر نحوه مصرف سوبستراها، مقاومت 

ها و به علاوه تغییر در میزان و نوع مانند آنتی بیوتیک

بررسی تغییرات رخ داده (. 13)شود های ثانویه میمتابولیت

در شرایط بی وزنی واقعی در پروازهای فضایی، به دلیل 

های بالا، محدود بوده و محدودیت تکرار پذیری و هزینه

ی شده بر روی زمین اکثر آزمایشات در شرایط شبیه ساز

های نظر به اینکه برخی پروتئین. (9) گردندانجام می

های شبیه و دستگاه( 12)نوترکیب در شرایط واقعی فضا 

، 14،12 ،20) (Simulated microgravity: SMG)ساز بی وزنی 

اند، نتیجه گیری شده افزایش بیان داشته (38و  30، 25

، انرژی که سلول قبلاً برای  ریز گرانشاست که در شرایط 

برده است را در ائق آمدن بر نیروی جاذبه به کار میف

مسیرهایی مانند بیوسنتز دیواره جهت فعال سازی مسیر 

گو به تنش و های پاسخحفظ تمامیت خود، تغییر بیان ژن

ساخت ترکیباتی که باعث افزایش تحمل تغییرات فشار 

-شوند مانند ترهالوز و گلیسرول معطوف میاسمزی می

برخی باتوجه به افزایش کمّی و کیفی . (34و 7)نماید 

و  ریز گرانشهای نوترکیب تولید شده در شرایط پروتئین

در ایمنی زایی علیه  EITهمچنین قدرت پروتئین نوترکیب 

دراین ، E. coli: O157:H7های چندگانه حاصل از عفونت

پژوهش به منظور بهینه سازی تولید این کایمر پروتئینی 

ریز نسبتاً بزرگ به عنوان کاندید واکسن، بیان آن در شرایط 

 با دستگاه کلینواستت مورد سنجش قرارگرفت. گرانش

 مواد و روشها

نوترکیب  eitحاوی قطعه ژن  pET28aپلاسمید بیانی 

جفت باز( از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و 1680)

 T7با پرایمرهای عمومی و  زیست فناوری دریافت گردید

، حضور ژن مذکور تائید شد. توالی PCRبا استفاده از روش 
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 :T7 promoterپرایمرها به شرح ذیل بودند: 

5´TAATACGACTCACTATAGGG3´ وT7 terminator: 

5´GCTAGTTATTGCTCAGCGG3´.  پس از تائید حضور

تهیه و   E. coliباکتری  BL21(DE3)ژن، سویه مستعد 

پلاسمیدهای نوترکیب، براساس روش کوهن و همکارانش 

روند کار به طور . (4)ها  وارد گردیدند به داخل سلول

خلاصه به این صورت بود که ابتدا میزبان باکتریایی مستعد 

میلی مولار( بر روی یخ به  100شده با بافر کلرید کلسیم )

 pET28aصورت سوسپانسیون درآمد. سپس پلاسمید 

نوترکیب، به سوسپانسیون افزوده گشته  eitحاوی قطعه ژن 

به منظور ایجاد دقیقه بر روی یخ قرارگرفت.  30و به مدت 

درجــه  37دقیقه به دمای  5شوک حرارتی، به مدت 

( منتقل شد و سانتیگراددرجــه  42دقیقه در  2) سانتیگراد

پس از اتمام زمان، به سرعت بر روی یخ قرارگرفت. سپس 

فاقد آنتی بیوتیک به محلول  LB لیتر محیط کشتمیلی 1

 ادسانتیگردرجــه  37افزوده و یک ساعت در دمای 

بر روی پلیت حاوی نگهداری شد. در نهایت محلول 

میکروگرم بر میلی لیتر آنتی  50حاوی جامد  LBمحیط 

های رشد کلونیاز  ییک کشت داده شد. بیوتیک کانامایسین

میکروگرم بر  50حاوی مـایع   LBکشت  محـیط بهنموده، 

گردید و به مدت تلقیح میلی لیتر آنتی بیوتیک کانامایسین 

همراه با درجــه سانتیگراد  37یک شب در انکوباتور 

میکرولیتر از کشت  500هوادهی قرار داده شد. در روز بعد 

حاوی آنتی بیوتیک  LBمیلی لیتر محیط کشت  50به شبانه 

نسبت )تلقیح شد ( میکروگرم بر میلی لیتر 50)کانامایسین 

همراه با اد درجــه سانتیگر 37در دمــای و  )1:100

دور در دقیقه  120-150چرخش بر روی شیکر با سرعت 

نگهداری گردید. پس از رسیدن جذب نوری محیط کشت 

از با استفاده نانومتر،  600در طول موج  6/0به حدود 

دی  -ایزوپروپیل تیو بتا) IPTGغلظت یک میلی مولار 

تأثیر بیان پروتئین القاء گردید. جهت بررسی ( گالاکتوزیـد

های فاکتور زمان بر میزان بیان پروتئین، توقف بیان در زمان

ساعت و یک شب پس از القاء انجام شد.  4ساعت،  2

( توسط RPM5000دقیقه/  5(جمع آوری رسوب سلولی 

سانتریفیوژ انجام گردید و سپس با روش الکتروفورز روی 

بیان پروتئین  ،(SDS-PAGE)درصد  12ژل آکریل آمید 

 به منظور مقایسه بررسی شد.

نسبت به  ریز گرانشمیزان بیان پروتئین نوترکیب در شرایط 

از بهینه سازی زمان بیان، از (، پس g 1زمین )جاذبه طبیعی 

میکروگرم بر  50حاوی مـایع  LB محـیطبه  کشت شبانه

به صورت زیر تلقیح  در سه ظرف میلی لیتر کانامایسین

 گردید:

  LBحجم محیط  5/1وی میلی لیتری حا 50فالکون  -1

میکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک  50به همراه مـایع 

-150کانامایسین و شرایط هوادهی در شیکر با سرعت 

 .به عنوان محیط کشت استاندارددور در دقیقه  120

حاوی مـایع   LBمیلی لیتری پر از محیط  50فالکون  -2

فاقد  کانامایسینمیکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک  50

بر روی  ریز گرانشحباب بدون هوادهی در شرایط 

  .دستگاه کلینواستت

حاوی مـایع   LBمیلی لیتری پر از محیط  50فالکون  -3

میکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک کانامایسین فاقد  50

 .حباب بدون هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی

دستگاه کلینواستت به کار رفته در این تحقیق جهت شبیه 

سازی بی وزنی، از نوع یک محوره )دو بعدی( بود که از 

دفتر سازمان ملل متحد در امور فضای خارج از جو 
(United Nations Office at Vienna, The office for Outer 

Space Affairs) .در اختیار پژوهشگاه هوافضا قرارگرفته بود 

 یدارا که است یوزن یب ساز هیشب کی واقع در نواستتیکل

 حول ثابت یسرعت با و یآرام به که باشدمی یا صفحه

 ی )در جهت یا خلاف جهت عقربه ساعت(افق محور

 منفرد محور کی حول چرخش لیدل به. چرخدیم

بردار  جهت ن،یزم جاذبه بردار به نسبت درجه 90 دارجهت

 صورت بهبر روی نمونه قرار گرفته بر روی آن،  جاذبه

 جاذبه بردار نیانگیم رو نیا از و ،کند یم رییتغ کیتمیر
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 1402، 4، شماره 36جلد                                                             مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی )مجله زیست شناسی ایران(       
732023.21CMR./10.22034 DOR:             723-843، صفحات مقاله پژوهشی 

375 

های نمونهدر واقع هر قدر  .شود یم کینزد صفر به اریبس

قرار گرفته بر روی این دستگاه به مرکز نزدیکتر باشند 

کاربرد واژه میکروگراویتی در میزان خطا کمتر خواهد بود. 

گرانش، کاملًا  یاشاره دارد که نیرو حقیقتمطالعات به این 

-به صفر می بلکه بسیار کوچک و نزدیک نبودهبرابر صفر 

دراین پژوهش براساس فاصله مرکز  .(11و  8) باشند

سانتیمتر( و سرعت  2ها از مرکز کلینواستت )فالکون

در دقیقه در جهت دور  15چرخش دستگاه که بر روی 

 gساعت تنظیم گردیده بود شتاب جاذبه  چرخش عقربه

ها بر روی نمونه 1شکل . (36)محاسبه گردید  005/0

ها در دهد. کلیه آزموندستگاه کلینواستت را نشان می

درجه سانتیگراد، به مدت یک شب و در  37شرایط دمایی 

برای  سه تکرار انجام گردید. در پایان مدت زمان مورد نظر

دقیقه/  5(ها توسط سانتریفیوژ بیان پروتئین، باکتری

RPM5000( توسط روش  جمع آوری گردیده وSDS-

PAGE (.1)ها انجام شد بررسی نمونه 

 
 . کلینواستت درون انکوباتور.Bها بر روی صفحه کلینواستت. . نحوه قرار گیری نمونهAها بر روی دستگاه کلینواستت. نحوه قرار گیری نمونه -1شکل 

 (Soluble)به صورت محلول  E. coliهای بیانی در پروتئین

قرار  (Inclusion bodies)یا نامحلول در فرم اجسام توده ای 

گیرند. از این رو جهت بررسی، ابتدا رسوب سلولی می

، NaH2PO4بیان پروتئین، در بافر لیز کننده )حاصل از القاء 

NaCl،Imidazole  .سپس توسط سونیکاسیون ( همگن گردید

 100دقیقه و با قدرت خروجی  2دو بار هر بار به مدت 

های سلولی شکسته شده و پس از دیوارهدرصد، 

محلول رویی جدا گردید. محلول رسوب و سانتریفیوژ، 

)تحت عنوان فاز محلول( های محلول رویی حاوی پروتئین

و رسوب، حاوی پروتئین به فرم نامحلول به همراه بقایای 

باشد. رسوب حاصله را در بافری حاوی اوره سلولی می

(NaH2PO4 ،Tris-HCl 8، اوره  )حل نموده و پس از مولار

سونیکاسیون مانند مرحله قبل، به مدت یک ساعت در 

داده شد. در انتها،  درجه سانتیگراد با هوادهی قرار 37دمای 

های نامحلول در محلول رویی پس از سانتریفیوژ، پروتئین

)تحت عنوان فاز نامحلول( قرار گرفته و بقایای سلولی در 

ها با استفاده از رسوب باقی ماند. بررسی تمامی نمونه

 دلیل قرار گیری نشانهبه (. 1)انجام شد  SDS-PAGEروش 

His-tag6  در ابتدای پروتئینEIT ، به منظور تخلیص این

-Ni، از ستون کروماتوگرافی میل جذبی نوترکیبپروتئین 

NTA های نوترکیب موجود )کیاژن( استفاده گردید. پروتئین

در هریک از فازهای محلول و نامحلول مرحله قبل، به 

صورت مجزا توسط ستون نیکل و طبق دستورالعمل 

خروجی شرکت سازنده تخلیص گردیدند. در هر مرحله 

به صورت جداگانه جمع آوری شد  (E: Elution)ستون 

-SDSروش جهت بررسی روند تخلیص پروتئین، (. 23)

PAGE .به منظور تأیید بیان  مورد استفاده قرار گرفت

 پروتئین نوترکیب،

وسترن بلاتینگ انجام شد. دراین آزمون از آنتی بادی بر 

 HRP  (Horseبهمتصل  (Anti His tag)علیه دنباله هیستیدینی 

Radish Peroxidase) به عنوان آنتی بادی جهت ردیابی ،

های مورد پروتئین نوترکیب استفاده گردید. تمامی نمونه

محیط کشت حاوی باکتری )آزمایش به اضافه کنترل منفی 

به طور کامل از  SDS-PAGEتوسط آزمون ( اما بدون القاء

منتقل گردید.  PVDFیکدیگر تفکیک شده و سپس به غشاء 

پس از شستشو غشاء و قرار گیری در بافر مسدود کننده 
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جهت ردیابی  Anti His tagحاوی شیر خشک بدون چربی،

پروتئین نوترکیب استفاده شد. جهت آشکار سازی از 

( به عنوان Diaminobenzoic acid) DABهای قرص

در مرحله بعد، منحنی (. 2)سوبسترای آنزیم استفاده گردید 

اندارد به روش برادفورد جهت تعیین غلظت پروتئین است

نوترکیب، با استفاده از سرم آلبومین گاوی )سیناژن( به 

عنوان استاندارد، ترسیم شد و سپس غلظت پروتئین 

تخلیص شده در مقایسه با نمودار ترسیم شده، تعیین 

 (. 1)گردید 

نرم  در انتها با استفاده از: جینتا یآمار لیتحل و هیتجز

نرم د و از نمودارها ترسیم شدنGraphPad Prism 8 افزار 

ر دها ، جهت مقایسه میزان بیان پروتئینSPSSافزار آماری 

نشان  p-value≤ 0.05مقدار شرایط مختلف بررسی گردید. 

 .ها در نظر گرفته شددهنده اختلاف معنی دار بین گروه

 نتایج

، PCRروش با  eitمحصول اختصاصی مربوط به تکثیر ژن 

با استفاده از الکتروفورز بر روی ژل آگارز یک درصد تائید 

جهت  T7. باتوجه به این که از پرایمرهای عمومی شد

به  bp150استفاده شده بود به اندازه تقریبی  eitتکثیر ژن 

 به انتهای ژن اضافه گردیده است. bp150ابتدای ژن و 

جفت باز به قطعه ژنی اضافه شده و  300ابراین حدود بن

جفت باز براساس مارکر  2000مشاهده باندی حدود 

 (. 2)شکل  بود eitمولکولی، مؤید تکثیر ژن 

 
 DNA: 1. ستون PCRبا روش  eitتائید حضور سازه ژنی  -2شکل 

ر ژن با : محصول تکثی2کیلو بازی )یکتا تجهیز، ایران(، ستون  1مارکر 

 T7 پرایمرهای عمومی

بیان پروتئین نوترکیب، در ساعات مختلف پس از القاء با 

IPTG  انجام پذیرفت. باتوجه به اینکه وزن مولکولی

باشد، از ژل کیلو دالتون می 7/62پروتیئن نوترکیب حدود 

درصد استفاده گردید و  10پلی آکریل آمید با غلظت 

، EITمشاهده شد که بالاترین میزان بیان پروتئین نوترکیب 

در زمان دو ساعت پس از القاء صورت پذیرفته است 

 (. 3)شکل 

 
ساعت پس از  2: بیان 2و 1های های مختلف بر روی چند کلونی باکتریائی. ستوندر زمان EITبررسی و بهینه سازی بیان پروتئین نوترکیب  -3شکل 

-ساعت پس از القاء، ستون 4: بیان 5-7های ، ستونIPTG: کنترل منفی حاوی ژن بدون القاء با 4: نشانگر وزن مولکولی پروتئین، ستون 3القاء، ستون 

 : بیان یک شب پس از القاء.8-10های 
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پس از بررسی زمان مناسب جهت بیان، بررسی بیان 

انجام شد اما به دلیل مسائل  ریز گرانشپروتئین در شرایط 

تکنیکی مربوط به دستگاه کلینواستت، زمان بیان یک شب 

نسبت  SDS-PAGEمقرر گردید و نتایج  بر روی ژل 

رفت نتایج انتظار میچه (. چنان4مشاهده گردید )شکل 

دهنده میزان بیان بالاتر در فالکون نیمه پر در شرایط نشان

 جاذبه طبیعی به دلیل هوادهی، نسبت به بقیه حالات بود. 

 
 یعی،جاذبه طب یطدر شرا یپر همراه با هواده یمهدرون فالکون ن یان: القاء ب1شب. ستون  یکمختلف به مدت  شرایطدر  EIT ینپروتئ بیان -4 شکل

درون فالکون پر در  یان: ب3ستون  یعی،جاذبه طب یطدر شرا یپر همراه با هواده یمه( درون فالکون نIPTG)بدون القاء با  یانب ی: کنترل منف2ستون 

: القاء 6ستون  ین،: مارکر پروتئ5ستون  یعی،جاذبه طب یطر شرا( درون فالکون پر دIPTG)بدون القاء با  یانب ی: کنترل منف4ستون  یعی،جاذبه طب یطشرا

 .گرانش ریز یط( درون فالکون پر در شراIPTG)بدون القاء با  یانب ی: کنترل منف7ستون  ، گرانش ریز یطدرون فالکون پر در شرا یانب

 

به منظور دست یابی به مقادیر کمّی پروتئین نوترکیب بیان 

های محلول و یا نامحلول، ، در هریک از حالتEITشده 

پس از تخلیص توسط کروماتوگرافی میل جذبی با استفاده 

های خروجی از ستون جمع آوری ، نمونهNI-NTAاز ستون 

بررسی گردیدند  SDS-PAGEشده و ابتدا بر روی ژل 

 (.6و  5های )شکل

 

 
. فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط جاذبه B ریز گرانش. فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط Aخالص سازی پروتئین نوترکیب در فاز نامحلول.  -5شکل 

تا  4: مارکر پروتئین، 3: شستشو، 2محلول عبوری از ستون، : 1ها به ترتیب شامل ستون) . فالکون همراه با هوادهی و شرایط جاذبه طبیعی.Cو  طبیعی

 : مراحل خالص سازی(.8

با روش برادفورد تعیین و ها سپس جذب نوری نمونه

سط در مقایسه با منحنی استاندارد ترسیم شده توها غلظت

BSA ) 1(، تعیین گردیدند )جدول 7شکل .) 

های حاصل از میزان بیان پروتئین در نرمال بودن داده

بررسی گردید و باتوجه  SPSSشرایط مختلف، در نرم افزار 

از تست  (P≤0.05)ها نرمال نبودند به اینکه اکثراً داده

جهت مقایسه میانگین غلظت  Mann-Whitney Uناپارامتری 

استفاده گردید. نتایج حاکی از اختلاف  های تولیدیپروتئین

 8هایهای تحت آزمایش بود )شکلدار میان اکثر گروهمعنی

 .(P≤0.05) (9و 
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هوادهی در شرایط جاذبه . فالکون پر فاقد B،  ریز گرانش. فالکون پر فاقد هوادهی در شرایط Aخالص سازی پروتئین نوترکیب در فاز محلول.  -6شکل 

تا  4: مارکر پروتئین، 3: شستشو، 2محلول عبوری از ستون، : 1ها به ترتیب شامل ستون) . فالکون همراه با هوادهی و شرایط جاذبه طبیعی.Cو  طبیعی

 : مراحل خالص سازی(.8

 بیان شده در شرایط مختلف)میکروگرم/میلی لیتر( میانگین محتوای پروتئینی  -1جدول 

 شرایط نمونه فاز میانگین محتوای پروتئین انحراف معیار

 محلول 154 46/1
 همراه با هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی حاوی محیط کشتفالکون 

 نامحلول 128 62/1

 محلول 99 85/2
 شرایط جاذبه طبیعیدر فالکون پر فاقد هوادهی 

 نامحلول 104 62/2

 محلول 94 50/7
 هوادهی در شرایط ریز گرانشفالکون پر فاقد 

 نامحلول 64 01/1

    

 

 

 
های منحنی استاندارد برادفورد ترسیم شده توسط غلظت -7شکل 

 BSAمختلف 

علاوه براین، غلظت پروتئین های تولیدی در تیمارهای 

مختلف به صورت محلول و نامحلول نیز با استفاده آزمون 

با یکدیگرمقایسه گردید که نتایج آن در شکل  Tناپارامتری 

 :P≤0.05, Nonparametric T test) )nsارائه گردیده است  10

no significant).) 

 

 
در تیمارهای مختلف. میزان غلظت های تولیدی پروتئین -8شکل 

در شرایط  Native)پروتئین نوترکیب تخلیص شده با روش محلول )

 P≤0.05, Mann-Whitney Uمختلف، اختلاف معنی دار نشان داد 

test).) 

(***): p-value is less than 0.001; Ns: non-significant 
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های تولیدی در تیمارهای مختلف. میزان غلظت پروتئین -9شکل 

در  (Denature)پروتئین نوترکیب تخلیص شده با روش نامحلول 

-P≤0.05, Mannشرایط مختلف، اختلاف معنی دار نشان داد 

Whitney U test).) 

(***): p-value is less than 0.001;(****): p-value is less 

than 0.0001 

شده باتوجه به دنباله هیستیدینی پروتئین نوترکیب بیان 

متصل به آن، از طریق روش وسترن بلاتینگ با آنتی بادی 

شده بر روی  و مشاهده باندهای مورد نظر His-tagبر علیه 

 (. 11، تائید گردید )شکل PVDFغشاء 

 بحث 

حال  در یدیجد دوران سمت به دانش زیست فناوری

دستاوردهایی  عنوان به هانیپروتئ آن در که است پیشرفت

-روش توسعه و قیتحق و شوندیم گرفته نظر در با اهمیت

 گرفته قرار قاتیتحق کار دستور در ها،آن یدیتول یها

کارآمد  یها اگرچه روشنیپروتئ ییایمیش سنتز روش. است

 یندایفر امااست  یدیکوچک پپت یهامولکول دیتول یبرا

و بزرگ  یهانیپروتئ دیتول یبر بوده و برا نهیو هز دهیچیپ

-نیپروتئچنین  دیتول از این رو. باشدنمی مناسبپیچیده، 

-ستمیدر س دیمستلزم تول عمده طور بهبالا  اسیدر مق ییها

ها از منابع نیپروتئ صیتخل گرید یزنده است. از سو یها

در  دیو تول بودهو زمان بر  دهیچیپ ،یطولان یندایفر یعیطب

 کند.یبالا را با مشکل مواجه م اسیمق

 

 
 P≤0.05, Nonparametric Tاختلاف معنی دار نشان داد های تولیدی در تیمارهای مختلف به صورت محلول و نامحلول غلظت پروتئین -10شکل 

test)).  

)**(: p-value is less than 0.01; )****(: p-value is less than 0.0001; Ns: non-significant 
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: 1پروتئین نوترکیب با روش وسترن بلاتینگ. ستون تائید  -11شکل

: فالکون پر 2فالکون نیمه پر با هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی، ستون 

: فالکون پر فاقد هوادهی 3فاقد هوادهی در شرایط جاذبه طبیعی، ستون 

: کنترل مثبت )پروتئین حاوی 4، ستون  ریز گرانش در شرایط شبیه ساز

 : مارکر وزن مولکولی.5دنباله هیستیدینی(، ستون 

 

 همقرون به صرف یابزار بینوترک DNA فناوریخوشبختانه 

 یصورت تجاربه  مختلف یهانیپروتئ دیتول در امررا 

ی هانیپروتئ ،کمک این فناوریبا است و فراهم آورده 

و  یمی، آنزییداروبا کاربردهای صنعتی،  مختلف

 یباکتر(. 16و 6) شوندیم دیانبوه تول ی، در میزانکشاورز

E. coli دیتول نهیدر زم زبانیم نیو پرکاربردتر نیترشناخته 

بسیار،  یایمزا رغم یعل اماباشد. یم بینوترک نیپروتئ

 ،مهمترین مانع. است روبرو زین یمشکلات با آن کاربرد

 انیاز اتصالات نابجا م حاصل یا توده اجسام تشکیل

 شدن فعال ریغ باعثد که شبایشده م دیتول یهانیپروتئ

 برطرف منظور به گسترده قاتیتحق. گردندیم محصول

-یم جمله از که باشدیم انجام حال در معضل نیا نمودن

 انیب سطوح رییتغ ،یباکتر رشد طیشرا رییتغ به توان

نظر  مورد نیپروتئتوالی  یبر رو یمهندس راتییتغ ،نیپروتئ

نمود  اشاره یمولکول یهاهمزمان با چاپرون انیب یحت ایو 

-ها تحت استرسهمچنین قرار گیری سلول .(33و  10)

هایی چون تنش اسمزی و یا شوک حرارتی،حلالیت برخی 

علی رغم (. 9)بخشد های نوترکیب را ارتقاء میپروتئین

ین مقوله، همچنان موانعی چند در های زیاد در اپیشرفت

 با باشد.ها پیش روی محققان میتولید این دست پروتئین

 یابیارز فضا، در انسان اکتشافات به دنیبخش سرعت

ها در سمیکروارگانیم یکیمتابول یهاواکنش یچگونگ

 یپروازها شرفتیفضا در حال گسترش است. پ یهاطیمح

درک ما را از  ن،یزم یبر رو یساز هیشب یو فناور ییفضا

 یدر فضا بر رو یوزن یو ب نیزم یجاذبه بر رو راتیتأث

داده است. لازم به ذکر است که  ءها ارتقاسمیکروارگانیم

با  ریز گرانشها اثرات د که در آننوجود دار یموارد متعدد

حاصل از  راتیساز، با تأث هیشب یهااستفاده از دستگاه

 یدر طول پروازها یواقع بی وزنیقرارگرفتن در معرض 

 از ریغ یگرید موثر عوامل رایز متفاوت باشد یاندک ییفضا

 توسط شده جادیا ارتعاشات ،یهانیک تابش مانند یوزن یب

 وجود مایفضاپ فرود و پرتاب هنگام در شتاب و موشک

 هاسمیکروارگانیم سمیمتابول و رشد بر توانندیم که دارند

موجود جهت انجام  وانعم لیحال به دل نیبا ا .بگذارند ریتأث

بالا  اریبس نهیمانند هز یواقع یوزن یب طیدر شرا شاتیآزما

 بهره ازمندین که هاییونآزم ،یریتکرارپذ تیو محدود

-ساز هیشب از استفاده با هستند، ابتدافضا  طیاز شرا یبردار

 نشان متعددمطالعات  .(11) دنریپذیم انجام آن ینیزم یها

 آن ساز هیشب یهاشیو آزما ییفضا یاند که پروازهاداده

 یهاتیمتابول دیدر سرعت رشد و تول رییباعث تغتوانند می

 میژن، تنظ انیدر ب یعموم راتییتغ نیو همچن هیثانو

-در میکروارگانیسمها تیها و انتقال متابولنیپروتئ عملکرد

و  یکسژنوم تحقیقات وسیع .(17و  3) دنشوها 

و همکاران انجام  فو هوآنگتوسط که  یکسپروتئوم

 نیپروتئ انیب شیافزا ی دلایلبه بررساست  رفتهیپذ

 .E در میزبان SMGدر شرایط  دازیبتاگلوکورون بینوترک

coli  که است. نتایج این پژوهش نشان داده استپرداخته 

با  ماًیمراز که مستق یپل RNAو  بوزومیمربوط به ر یهاژن

 SMG طیها ارتباط دارند، در شرانیپروتئ انیب شیافزا

 ثابت شده است نیهمچن .(14) اندداشته انیب شیافزا

ها پس از که تاخوردن مؤثر پروتئین یمولکول یهاچاپرون

-ها انجام میبه کمک آنپپتیدها  یپل ییاگردهمو ترجمه
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. علاوه اندرا نشان داده انیب شیافزا SMG پذیرد، در شرایط

، SMGهای تولید شده در شرایط آنزیمبراین فعالیت برخی 

. (5و 13)بسیار بیشتر از شرایط جاذبه طبیعی بوده است 

های شواهد فوق و نیاز مبرم به تولید پروتئینبه  باتوجه

های کمّی وکیفی بالاتر و به دلیل نوترکیب با ویژگی

حاصل  عفونت یکیوتیب یدرمان آنتمعضلات پیش رو در 

 O157:H7 هیسو کینتروهموراژآ E. coli از باکتری

(EHEC دراین پژوهش اقدام به بررسی ،) ریز شرایط تأثیر

به عنوان EIT بر میزان و کیفیت پروتئین نوترکیب  گرانش

یکی از کاندیدهای حفاظت بخش واکسن علیه باکتری 

 یب-یهواز یباکتر کی E. coli مذکور نمودیم. باکتری

میزبانی تولید کننده، هم به عنوان بوده و  یاریاخت یهواز

آن، ادامه عدم حضور اکسیژن و هم  حضور طیشرا در

-یحاصل از شکستن قند استفاده م یاز انرژ حیات داده و

 مولکول کشکستن ی از شده آزاد یانرژ زانیم. دینما

 آن، نبود به نسبت ژنیاکس بودن دسترس در زمان در گلوکز

 به دلیل نیاز به. (21)باشد بیشتر می برابر 18 حدود در

بودن  دسترس در ن،یپروتئ انیب جهت بالا اریبس یانرژ

 ینحو به است تولید بازده در گذار ریثأت یفاکتور ،ژنیاکس

 یدر ظرف حاو یمطالعه با قرار دادن باکتر نیادرکه 

 کردار،یش انکوباتور وندر و ریپذ نفوذ دربکشت با  طیمح

چرخش دستگاه  لیاما به دل یشتری بودبپروتئین  انیب

کلینواستت، لاجرم درب ظرف حاوی باکتری بسته بوده 

علاوه براین به  اکسیژن رسانی وجود نداشت.امکان و

ریز  طیشرا یبرقرار برای یتنش برش یرویغلبه بر ن منظور

فضای خالی فاقد هر گونه  دیکشت با طیظرف مح ،گرانش

ی زمانمدت پس از گذشت  طیشرا نیدرا. بودمی (حباب)

 مصرف شده کشت طیمحدر  محلول ژنیاکس ی، تماماندک

به جای ورود به چرخه کربس، به سمت  گلوکز،و 

از این دارد.  بسیار پایین تری انرژی که بازدهگلیکولیز رفته 

کم  اریبس دیبا ،یبدون هواده طیدر شرا نیپروتئ انیب رو

نوترکیب  نیپروتئاین  زانیم که میاما مشاهده نمود. بودیم

 زانیمدرصد  60 حدود ریز گرانشحالت  محلول دردر فاز 

در فاز  و یهمراه با هواده یعیطب جاذبه طیآن در شرا

 میزان آن در درصد 50 ریز گرانشحالت  در نامحلول

 یرسان ژنیاکس صورت دربود که  یعیجاذبه طب طیشرا

 طیشرا در نیبرا علاوه. امکان افزایش بیان محتمل بود

 ژنیاکس فاقد طیمح ،یوزن یب یبرقرار وجود با فضا یواقع

انجام شده و  یتنفس هواز رودیم انتظار لذا و بود نخواهد

-و همکاران در مطالعه Qi .بالاتر باشد نیپروتئ انیب نیبنابرا

گلوکوزیداز -ای به سنجش میزان بیان پروتئین نوترکیب بتا

در دستگاه شبیه  ریز گرانشدر شرایط  P. pastorisدر میزبان 

که در LSMMG (Low-shear modeled microgravity )ساز 

آن نیز امکان تبادل گازی وجود دارد پرداختند. نتایج حاکی 

ریز برابری پروتئین مذکور در شرایط  21/2از افزایش بیان 

به علاوه (. 25)نسبت به شرایط جاذبه طبیعی بود  گرانش

اران انجام پذیرفته در پژوهشی که توسط هوانگفو و همک

-است مشخص گردیده که بیان پروتئین نوترکیب بتا

در دستگاه شبیه ساز  ریز گرانشگلوکوزیداز در شرایط 

HARV (High-aspect rotating-wall vessel ) که امکان تبادل

درصد  52تا حدود ، E. coliگازها وجود دارد، در میزبان 

نسبت به شرایط جاذبه طبیعی افزایش بیان داشته است 

رود با برقراری شرایط جهت انجام بنابراین انتظار می(. 13)

تبادلات گازی از طریق غشایی نیمه تراوا و یا استفاده از 

 یانیب زبانیم رییتغ، همچنین شرایط ریز گرانشبیوراکتور در 

بر مشکل بتوان  ،یاجبار یهواز یب طیبا شرا یزبانیبه م

جانبه  کیاثر  یغلبه نمود و به بررس یرسان ژنیعدم اکس

 (.19) پرداخت بینوترک نیپروتئ انیب زانیبر م ریز گرانش

 EIT نیپروتئبیشتر دراین مطالعه مشاهده گردید که 

نوترکیب در فاز محلول قرارگرفته بود به نحوی که در 

، میزان پروتئین بیانی در حالت شرایط جاذبه طبیعی

درصد میزان پروتئین محلول بود اما این  83نامحلول، 

همچنین درصد کاهش یافت.  68به  ریز گرانشنسبت در 

، نسبت پروتئین نوترکیب مورد نظر که ریز گرانشدر شرایط 

درصد پروتئین  60در فاز محلول قرارگرفته بود، نزدیک به 

که این  محلول( در حالیکل بود )مجموع محلول و نا
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درصد ارزیابی شد.  6/54نسبت، در شرایط جاذبه طبیعی، 

، پروتئین ریز گرانشاین موضوع نشان داد که در شرایط 

EIT  بیشتر در فاز محلول قرار گرفته که این امر، در

تخلیص این پروتئین نوترکیب نسبتاً سنگین از باکتری 

وهش پیش رو نشان نتایج حاصل از پژباشد. بسیار مهم می

به عنوان محیطی با شرایط ویژه، جهت  ریز گرانشدادند که 

-های نوترکیب قابل بررسی و آزمونافزایش بیان پروتئین

بر  جاذبه ریتأث یدرک چگونگباشد و تر میهای پیشرفته

کشف  یتواند برایم هانیپروتئ یخوردگترجمه و تا

 یهانیپروتئ دیتول شیافزا منظور به دیجد یهالیپتانس

 .فعال از نظر زیستی و تجاری به کار رود بینوترک

 قدردانی و تشکر

بدین وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و پژوهشگاه 

گردد. منابع هوافضا جهت انجام آزمایشات قدردانی می

 مالی این پژوهش توسط محققین تامین گردیده است.
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Abstract 

The pathogenic E. coli O157: H7 is capable of causing a wide range of complications, 

such as dysentery and hemolytic uremic syndrome. Due to the difficulties in antibiotic 

treatment, immunization seems to be the most appropriate way to fight this bacterium. 

Intimin, Tir, and EspA proteins are the three major proteins involved in the binding of 

the bacterium to the superficial epithelium of the gastrointestinal tract. By inhibiting the 

binding of these proteins, in the early stages of bacterial attack, colonization is limited 

and disease is inhibited. Selecting the effective portions of these proteins and producing 

a recombinant chimeric protein by binding them together, researchers have developed a 

suitable and effective immunogen to prevent the disease. Therefore, achieving high 

amounts of recombinant protein, along with maintaining its quality and efficiency, is 

very important. In the present study, due to the increase in the quantitative and 

qualitative expression of some recombinant proteins under gravity removal conditions, 

the expression of EIT recombinant proteins under simulated microgravity conditions on 

a clinostat device was investigated. After optimizing the expression conditions and 

confirming the recombinant protein using immunological methods, its expression was 

induced in weightlessness simulator conditions. After purification of the protein by 

chromatographic column, its amount was measured by standard methods. The results 

showed that despite the decrease in expression under weightlessness, probably due to 

lack of proper aeration of the culture medium, recombinant protein was still produced 

with appropriate quality under weightlessness.  
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