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   چكيده

-آنزيم. دكن را كاتاليز ميوم و آموني اتسيد آسپارت ا-L آسپاراژين به -L  آمينه اسيدهيدروليز   آسپاراژيناز-Lآنزيم  
ز ي نيـز حـا    و در داروسـازي    رنـد بـه عهـده دا     موجودات    كليه ينازي، نقش مهمي در متابوليسم    ژاي با فعاليت آسپارا   ه

در . اسـت يكي از داروهاي شناخته شده در درمان لوكمياي لنفوبلاستيك حـاد             ،II اژينازآنزيم آسپار . هستنداهميت  
 و بـا اسـتفاده از   PCR تكنيـك  بـا   )II) ansBژن آسپاراژيناز   اين تحقيق به منظور دستيابي به مقادير بالاي آنزيم،          

اي حـدود   انـدازه قطعـه مـوردنظر كـه   . جـدا شـد   DH5α  E. coliپرايمرهاي اختصاصي طراحي شـده از بـاكتري  
bp1047دو آنزيم  با، داشت I NdeI / Sac   بريده شد و در جايگاه مشابه در پلاسـميدpET21a دسـت   در پـايين

پس از تاييد كلونينگ با اسـتفاده  .  گرديدDH5 α E. coli وارد باكتري ،پلاسميد نوتركيب . كلون شدT7پروموتر 
 با غلظـت  IPTG با ءپس از القا و  گرديدBL 21 E. coliباكتري وارد ،كيبپلاسميد نوتر ، و برش آنزيميPCRاز 
 35 حـضور بانـد حـدوداً     .  و سنجش فعاليت آنزيمـي تاييـد شـد         SDS-PAGEبيان ژن با استفاده از      ،  مولار ميلي 1

 از روش سنجش ميزان آمونياك توليد       ،براي سنجش فعاليت  .  بيان ژن را اثبات نمود     SDS-PAGEكيلودالتوني در   
 منجر بـه  T7پروموتر قوي . آنزيم را نشان داد Unit/ml  86روش سنجش فعاليت آنزيمي ميزان. تفاده شد اس،شده

، علاوهبه .سويه وحشي بودفعاليت آن در  برابر 20بيش از طوري كه فعاليت آن  به؛توليد مقادير بالايي از آنزيم گرديد     
را سـازي آن  كه خالص است  سلولي پروتئين فوق    ليد خارج شده در محلول رويي نشانگر تو      ميزان بالاي پروتئين توليد   

  .تر خواهد كردآسان
  
  E. coli،ansB، ، فعاليت آنزيمي، بيانII آسپاراژيناز : كليديهايواژه

  
  مقدمه
L-آسپاراژيناز )L-آسپاراژيناز آميدوهيدرولاز (

 آسپاراژين به الآمينهاسيدهيدروليز آنزيمي است كه 
L-دو .كند را كاتاليز ميومموني و آاتآسپارت سيدا 

آسپاراژيناز -L. )2،1( آسپاراژيناز وجود دارد-Lنوع 
I، يك آنزيم داخلي است و L - آسپاراژينازII،خارج -

- سلولي بوده و در شرايط كمبود نيتروژن توليد مي
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 اين دو نوع آنزيم از لحاظ بيوشيميايي و .)3( شود
 در IIوع آسپاراژيناز ن-L.  كاملا متفاوتند،ژنتيكي
 و شودميهاي پروكاريوت و يوكاريوت يافت سلول

گياهان و هاي جانوران، بافتتاكنون از بسياري 
سوبسترا و محصول اين . ها جدا شده استباكتري
ليسم كليه و مهمي در متاب هر دو نقش،آنزيم

 نقش فيزيولوژيك ،بنابراين. كنندموجودات بازي مي
 بيان و فعاليت آن  بسيار بوده و كنترل،ين آنزيما

سيدهاي آمينه بدن اموجب كنترل تعادل بين ميزان 
 آمونياك ، چون اين آنزيم،از سوي ديگر. شودمي

 افزايش جبكند و افزايش غلظت آن موتوليد مي
pHدر كنترل سيستم بافري ، احتمالاگردد بدن مي 

 آنزيم مهمي ، اين آنزيم.نيز نقش داردمايعات بدن 
انواع لنفوما و لوكميا  در درمان ،دارو و به عنوان است

 در درمان IIنقش آسپاراژيناز  ).4( رودكار ميبه
هاي به اين دليل است كه سلوللوكمياي لنفوليتيك 

فاقد توانايي سنتز اسيدآمينه آسپاراژين  ،سرطاني
 هستندآسپاراژين خارجي  L–و وابسته به  بوده

 به سنتز  قادر،هاي طبيعي، سلولدر مقايسه ،)6،5(
با تجزيه  ).7( آسپاراژين در سيتوپلاسم خود هستند

-L آسپاراژين توسط-Lآسپاراژيناز II،هاي  سلول
 در معرض فقر آسپاراژين قرار گرفته و از ،سرطاني
تعداد زيادي از از  ،II آسپاراژيناز نوعL- .روندبين مي

) Escherchia coli )9 ،8 مانند هاميكروارگانيسم
،Erwinia cartorova )11،10( ،Erwinia 

chrysanthemi )12( ،Candida utilis) 13( ،
Entarobacter aeroginosa )14( ،
Pseudomonas aeroginosa) 15(، 

Thermus thermophilus) 16( اما شود،مي جدا 
  و E. coliآسپاراژيناز توليد شده توسط L-تنها 

Erwinia chrysanthemi استفاده باليني داشته 
 ميل ، آن دليلو )17،3( كاربرد داردعنوان دارو هو ب

 و فاكتورهايي است) 18،4(تركيبي بالا به سوبسترا 
تاثير را تحتسازي آنزيم از محيط كشت كه خالص
 سه نوع ،در حال حاضر ).19( دندهقرار مي

  شده ازآسپاراژيناز، شامل آسپاراژيناز خالص
E. coliآسپاراژيناز پگيله ، )PEG-

asparaginase (و محصولي كه ازErwinia 
chrysanthemi،  براي درمان لوكمياشودميجدا ،، 

نظر به اهميت آنزيم . )20( استدر دسترس 
آسپاراژيناز در درمان بيماران مبتلا به سرطان خون، 

اي ، از اهميت ويژهتوليد آنزيم فوق در مقياس بالا
-غربالتحقيقات اخير ما در خصوص . دار استربرخو

 جهت coli Escherichia  هاي باكتريري سويهگ
هاي  نشان داد كه سويه،توليد آنزيم آسپاراژيناز

- بيي پس از القا حتيE. coliمختلف باكتري 
 كنندميكمي از پروتئين فوق را توليد ميزان هوازي، 

-يد صنعتي و حتي نيمهكه تول ييجااز آن. )29(
-كلون مند نياز،هاي صنعتي و داروييصنعتي آنزيم

هايي است كه قادر به توليد آنزيم موردنظر در حد 
 به يابي دستبا هدفمطلوب باشند، در اين تحقيق 

-  با استفاده از روش،IIآسپاراژيناز مقادير بالاي آنزيم 
به صورت  II آسپاراژيناز ،هاي مهندسي ژنتيك

ر قوي ودر وكتور بياني تحت كنترل پروموتنوتركيب 
  .بيان شد

  
  هاروشمواد و 
  ها و پلاسميدهاي باكتريسويه

  وDH5α هايشامل سويه E. coli هايباكتري
BL21 از پژوهشگاه مهندسي ژنتيك و زيست-
 استفاده ترتيب براي جداسازي و بيان ژنبه ،فناوري
 )(pET21a  Novagene USA پلاسميد.شدند

  .براي بيان ژن استفاده شد
  

  ز ژن آسپاراژيناقطعه حاويسازي آماده
 در )ansB( آسپاراژيناز براي كلونينگ ژن

ي طراحي شد كه هاي پرايمر،pET21aپلاسميد 
موجود در  NdeI/SacI داراي جايگاه برش آنزيمي

 با استفاده از دو آسپاراژينازژن . پلاسميد فوق باشد
 DNA و با كمك آنزيمR1 و F14 پرايمر

polymerase  Pfu (Roche, Germany)  از
 ژن تكثيربراي . تكثير شد DH5αژنوم سويه 

ansB ، باكتريE. coli سويه DH5α  در محيط
 Luria Bertani) LB(Yeast Extractمغذي 

5g) ،Pepton 10g، NaCl 10g، Agar 16g، 
(dH2O 1 lit  پس از رشد.  شد دادهكشت ) مرحله

 با ها از محيط كشت و جداسازي سلول)لگاريتمي



 ......كلونينگ و بيان آسپاراژيناز در باكتري

 43

اكتري توسط كامل ب DNA، استفاده از سانتريفوژ
 ,Roche) ژنوميكDNAكيت استخراج 

Germany)و با دستورالعمل شركت سازنده ، 
  .خالص گرديد

PCRو با ) 21( هاي استاندارد مطابق با روش
 با ،استفاده از پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده

 انجام (Roche, Germany) پليمراز pfuآنزيم 
  .شد

  
ansB F14: 5´ CACGTAACTGCAGGAATCATATGG  
                                                                        NdeI 
 
ansB R1: 5´  CCGAGCTCGGTACCCGGGCAAGG 
                            SacI 

  
، ) سيكل1(  دقيقه5 به مدت oC 95برنامه زماني

oC95ثانيه،90  به مدت  oC 58 ثانيه، 60 به مدت 
oC 72 سيكل30(  ثانيه60 به مدت (،oC 74  به
سپس . صورت گرفت)  سيكل1(  دقيقه5 مدت

 درصد1 بر روي ژل آگارز PCRمحصولات 
)Merck, Germany(  الكتروفورز گرديد و پس از

آميزي با اتيديوم برومايد با استفاده از دستگاه رنگ
Geldoc (Uvitec England) مورد بررسي قرار 

سازي كيت خالصو با استفاده از ) 21( گرفت
مطابق  PCR (Roche, Germany)محصولات 

  آگارز خالص ژلاز رويدستورالعمل شركت سازنده 
 كه در NdeI و SacI با استفاده از دو آنزيم وشد 

، مطابق  طراحي شده بودR1 و F14پرايمرهاي 
ژل آگارز  از روي  بريده شد و)21( روش استاندارد
  . خالص گرديد

  
  )وكتور( لونينگحامل كسازي آماده

DNAپلاسميد  pET21a،  با استفاده از كيت
از كشت Roche, Germany) (  پلاسميداستخراج

- استخراجپلاسميدي DNA. خالص شدباكتريايي 
 توسط الكتروفورز روي ، از نظر كميت و كيفيت،شده

. گرفت يك درصد مورد بررسي قرار زژل آگار
 280/260 بر اساس جذب  پلاسميدي DNAغلظت

 اسپكتروفتومتر مورد بررسي قرار توسطنانومتر 
هاي هاي برش آنزيمبا توجه به وجود جايگاه. گرفت
SacI و NdeI در پرايمرهاي F14 و R1، آنزيم از -

استفاده نيز  pET21 جهت برش پلاسميد ي فوقها
 pET21a  پلاسميد،DNAس از استخراج پ. گرديد

   NdeI و SacI با استفاده از دو آنزيم

(Roche, Germany) ،مطابق روش استاندارد 
جهت بررسي برش آنزيمي حاصله، . )21( بريده شد

از برش آنزيمي بر روي ژل آگارز يك ل محصول حاص
شده با پلاسميد خطي.  الكتروفورز گرديد،درصد

   DNAاستفاده از كيت تخليص 
(Roche, Germany) مطابق روش شركت 

   .ز روي ژل استخراج شدا سازنده،
  
  لونينگ ژن آسپاراژينازك

ــراي كلونينــگ ژن  ــانيي در پلاســمansBب  د بي
pET21a ،از برش آنزيمي مربوط بـه   قطعات حاصل

) PET21 (vectorو پلاسميد )ansB) Insertژن 
 ـ ،، مطـابق روش اسـتاندارد     استخراج پس از  ه كمـك   ب
 T4 DNA ligase (Roche, Germany)آنـزيم  

دسـت   پـايين   در ansBكـه ژن    طوري به ؛اتصال يافت 
 ،NdeI در ميان جايگاه برش آنزيمي       T7ر  ــــپروموت
 SacI  بـا روش شـوك       محـصول اتـصال    . قرار گرفت 

ــي ــه داخــل ،)21(  مطــابق روش اســتاندارد،حرارت  ب
- غربـال  .)21(  منتقل گرديـد   DH5α  مستعد باكتري

ــا اســتفاده از روش  گــري پلاســميد هاي نوتركيــب ب
PCR   دارد انجـام    مطابق روش اسـتان    ، و برش آنزيمي

 ناميـده   pBG ،پلاسميد نوتركيب حاصـل   . )21( شد
  .شد

  
   E. coliبيان پروتئين نوتركيب در 

با روش شوك  pBGبراي بررسي بيان، پلاسميد 
 باكتري  وارد،)21(  مطابق روش استانداردحرارتي
و بر روي محيط كشت  شدE. coli BL21 مستعد 

كشت (Roche, Germany)  سيلينحاوي آمپي
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  يك كلني تك از سويه نوتركيب باكتري .شد
E. coli  باكتري سويه نيزو BL21 حاوي پلاسميد 
pET21 كه در محيطLB  جامد كشت داده شده 

 M9ليتر محيط ميلي 3 درهر يك  جدا گرديد و ،بود
، Na2HPO4 2H2O 0.5g با تركيب تغييريافته

KH2PO4 0.8g ،NaCl 0.5g   
 L-asparagine 10g ، Maltose 1g،dH2O 

1litبا pH = 7  )29( دماي  در كشت داده شد و  
o C 37 در دقيقه دور  200با  در انكوباتور شيكردار

 ليترميلي 1سپس  .گرديد گرماگذاري ،به طور شبانه
از  ml50  فلاسك حاويبه داخل ، كشت شبانهاز

 در oC 37 دماي تلقيح شد و درمحيط كشت فوق 
گرماگذاري  ،ر دقيقه دور د200 با انكوباتور شيكردار

، جذب  ساعت2هنگامي كه پس از گذشت . شد
انتهاي (  رسيد1به  nm 600ها در طول موجنمونه

 1 با غلظت IPTGاز براي القا، ، )فاز لگاريتمي
 ساعت در 4مولار استفاده شد و به مدت ميلي

 در  گرديد وگرماگذاري C  o37فلاسك در دماي
پس از .  انجام شدگيري نمونه، ساعت1فواصل زماني 

 ،هاي فوق باكتري، محلول رويي كشتدادنرسوب
 جهت بيان ،و رسوب باكتريسلولي جهت بيان خارج

الكتروفورز  استفاده از باآسپاراژيناز پلاسمي پري
   توسط ،)21(  مطابق روش استانداردپروتئين

SDS-PAGE براي  . گرفتمورد بررسي قرار
هاي باكتري ،II ژينازآسپاراپلاسمي پريمطالعه بيان 

هاي پروتئينمطالعه براي  .روش زير جدا شدفوق به
كشت باكتري به مدت هاي فوق، پلاسمي باكتريپري
 دور بابا سانتريفوژ و   دقيقه روي يخ سرد شد15

rpm 5000، سلول، دقيقه در دماي اتاق5 به مدت -
هاي رسوب سلول. شد   داده هاي باكتري رسوب

) Tris-EDTA- Sucrose  )TESرباكتري در باف
 0.2M Tris-HCl،pH = 7 با تركيب سرد

80.5mMEDTA ،0.5M Sucrose  به ميزان
ليتر كشت باكتري  ميكروليتر به ازاي هر ميلي15

  دقيقه روي يخ سرد15-30به مدت شد و  مخلوط
شد و با افزودن آب مقطر سرد به نمونه و قرار دادن 

 دقيقه 30به مدت  rpm13000در ، مجدد آن در يخ
كه  محلول رويي  و سانتريفوژ شدoC4  در دماي

 . شدجدا ،است باكتري يپلاسممحتويات پريحاوي 

اين محلول جهت سنجش فعاليت آنزيمي و 
براي . استفاده قرار گرفت  مورد،الكتروفورز پروتئين
 ليتر مايع روييبه ازاي هر ميلي ،الكتروفورز پروتئين

اسيد استيككلروتريوليتر  ميكر120 مرحله قبل،
)(TCAسانتريفوژ پس ازصد اضافه شد و  در  صد 

 ،oC4  دقيقه در دماي5 به مدت ،rpm13000 در
   توسط) 21( مطابق روش استاندارد رسوب

 SDS-PAGE شدبررسي.  
  

توليد  II تعيين فعاليت آنزيمي آسپاراژيناز
  شده

 مقداري از آنزيم ،IIيك واحد آنزيم آسپاراژيناز 
 oC 37، 1 دقيقه در دماي1است كه در مدت 

 جهت .سازدميكرومول آمونياك را در محيط آزاد مي
- پس از رسوب ،II تعيين فعاليت آنزيمي آسپاراژيناز

دادن باكتري از محيط كشت، از محلول رويي و نيز 
- مرحله قبل بهپلاسمي باكتري كه درعصاره پري

هاي لازم ساخته شد و براي دست آمده بود، رقت
تعيين فعاليت بيولوژيك آنزيم، از روش نسلر استفاده 

  ).29( شد
  

 نتايج
 ژن آسپاراژيناز و حامل قطعه حاويسازي آماده

  ) وكتور( كلونينگ
 1 را روي ژل آگارز ژنوم كامل باكتري، 1 تصوير

با  PCRقطعه حاصل از  .دهد نشان ميدرصد
روي صاصي طراحي شده هاي اختاستفاده از پرايمر

 pb1047 حدود اي، اندازهژل آگارز، با توجه به ماركر
 .شتمطابقت داآسپاراژيناز  كه با اندازه ژن داشت
با پس از برش آنزيمي  PCR محصول ،2 تصوير

 نتايج ،3 تصوير و NdeIو SacI  استفاده از دو آنزيم
-  براي آمادهpET21a پلاسميد حاصل از استخراج

   .دندهرا نشان ميسازي وكتور 
  

   گري پلاسميدهاي نوتركيبغربال
گري پلاسميدهاي نوتركيب    غربال نتايج حاصل از  

 قطعـه حاصــل  .شــود مــشاهده مـي  5 و 4تـصاوير  در 
 DNA برش و نيزF14  و R1 با پرايمرهاي PCRاز



 ......كلونينگ و بيان آسپاراژيناز در باكتري

 45

، NdeI دهنـده هـاي بـرش  آنزيم نوتركيب با    پلاسميد
SacIد كرد، كلونينگ ژن آسپاراژيناز را تايي.  

  

 
 DH5α  E. coli الكتروفـورز ژنـوم كامـل   -1 تصوير

مـاركر وزن مولكـولي   : 1 ستون .روي ژل آگارز يك درصد
pb100ژنوم كامل سويه : 2 ستون ؛DH5α.  

  
  

   DH5α سويهPCR الكتروفورز محصول -2 تصوير
E. coli   پرايمرهـاي با R1و F14  روي ژل آگـارز يـك -

 .  بريـده شـده اسـت   Nde I/Sac Iدرصد كه با دو آنزيم 
مـاركر وزن   : 2 ستون   ؛يافته برش PCRمحصول  : 1ستون  

  .Kb1مولكولي 

  
  

 پس  PET21 پلاسميد   DNA الكتروفورز   -3 تصوير
  .E.coli DH5αاز استخراج از باكتري 

  

  
 . كلون نوتركيـب   PCR الكتروفورز محصول    -4 تصوير

 سـتون   ؛PCRمحـصول   : 2  ستون ؛كنترل منفي : 1ستون  
  .Kb 1ر وزن مولكوليمارك: 3

  
 نوتركيب در پلاسميدپروتئين آسپاراژيناز بيان 

  و تعيين فعاليت آنزيمي
 ساعت 4را   آسپاراژينازپروتئين ، بيان6تصوير 

نوتركيب نشان پلاسميد   در،IPTGپس از القا با 
شود، گونه كه در تصوير مشاهده ميهمان. دهد مي

ه منومر كه با انداز كيلودالتوني 35باند حدودا 
دهنده توليد ، نشانآسپاراژيناز طبيعي مطابقت دارد

۳۲۱
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علاوه، ميزان توليد آسپاراژيناز در آسپاراژيناز است، به
  .محلول رويي، بسيار بيشتر است

  
 Ndeآنـزيم   الكتروفـورز محـصول اثـر دو    -5تصوير 

I/Sac I درصـد  بر پلاسميد نوتركيب روي ژل آگارز يـك .
قطعـات  : 2 سـتون  ؛ 1kbليمـاركر وزن مولكـو   :1سـتون  

  .حاصل از برش آنزيمي
  

  
پلاسـمي بـاكتري و     الكتروفورز عـصاره پـري    : 6 تصوير

ــي ســويه   ــول روي  حــاوي پلاســميد BL21(DE3)محل
ــط  ــب توس ــدSDS-PAGE 13نوتركي ــتون. درص : 1 س

 4محلـول رويـي،      :2 سـتون    ؛پلاسمي بـاكتري  عصاره پري 
اركر وزن  م ـ: 3 ستون شـماره     ؛IPTGساعت پس از القا با      

  .مولكولي
  

هاي  سوپرناتانتSDS-PAGE، آناليز 7 تصوير
 ساعت 4و  2هاي حاوي آنزيم آسپاراژيناز در زمان

 تصويرگونه كه در همان. دهدپس از القا را نشان مي
 ساعت 4شود، ميزان توليد آنزيم در زمان مشاهده مي

تعيين فعاليت آنزيمي به . پس از القا، بيشتر است

 5/23 نشان داد كه آنزيم قادر است ميزان روش نسلر
 است، Unit/ml 86ميكرومول آمونياك را كه معادل 

  .توليد نمايد

  
هاي حاوي  سوپرناتانتSDS-PAGE آناليز - 7 تصوير

 ساعت 4و  2به ترتيب در : 2 و 1ستون . آنزيم آسپاراژيناز
  .ماركر وزن مولكولي: 3 ستون ؛پس از القا

  
  بحث

 ،سرطانانواع در درمان  ،اژينازآسپارL-آنزيم 
يناز تجاري در ژآسپاراL- ، و در حال حاضرموثر بوده

درمان مولكولي لوكمياي لنفوبلاستيك حاد و 
 ، لذا. انقلابي بزرگ ايجاد كرده است،ملانوساركوما

 براي دستيابي به ،تحقيقات بيشتر در اين زمينه
-از آن .ست اهميت ازي حا،ميزان قابل ملاحظه آنزيم

صنعتي  كه براي توليد صنعتي و حتي نيمهييجا
 است  نيازهاييبه كلون، هاي صنعتي و داروييآنزيم

كه قادر به توليد آنزيم موردنظر در حد مطلوب 
  با، در اين تحقيق، پروتئين آسپاراژيناز؛باشند

به صورت هاي مهندسي ژنتيك استفاده از روش
وح بالاي  نتايج تحقيق حاضر، سط.نوتركيب بيان شد

پلاسميد  .دهدبيان پروتئين آسپاراژيناز را نشان مي
pET21aدليل داشتن پروموتر قوي  بهT7 براي اين 

  αDH5 از باكتري  ansBژن. منظور استفاده شد
E. coli  پس ازPCR،اي حدود  اندازهbp1047 را 

 كه با مطالعات انجام شده توسط ،نشان داد
Bonthron و Jenning23،22(رد  مطابقت دا.( 

پلاسمي و محيط مطالعه بيان پروتئين در عصاره پري
با BL21(DE3)  E. coliكشت باكتري ميزبان 
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 35  باند تقريباSDS-PAGEًاستفاده از 
كيلودالتوني را نشان داد كه با مطالعات انجام شده 

  مطابقت داردKozak  وHerrmannتوسط 
 ،ييميزان توليد پروتئين در محلول رو ).25،24(

 دال بر ،بسيار بالاتر از عصاره باكتري بود كه اين خود
اين مطلب با مطالعات . استسلولي آن ترشح خارج

و همكاران كه نشان Bonthron  شده توسطانجام
داده بودند پروتئين آسپاراژيناز داراي توالي سيگنال 

 ي بررسي فعاليت بيولوژيك).22( است، مطابقت دارد
زيم نشان داد كه آنزيم قادر محلول رويي حاوي آن

 Unit/ml  86 معادلاست ميزان بالايي از آمونياك
. استدهنده سطح بالاي بيان را توليد نمايد كه نشان

اين ميزان در مقايسه با مطالعات انجام شده توسط 
 ميزان توليد آسپاراژيناز در ،كه در آن قانع و همكاران

لاسمي پمحيط كشت عاري از باكتري و عصاره پري
 LAB وK12, DH5αهاي  سويهE. coliباكتري 

 بود، بسيار U/ml6/3 هوازي حداكثر در شرايط بي
طور معمول، سطوح بالاي بيان به. )26( استبالاتر 

). 26(دهد دنبال سرعت بالاي رشد رخ ميپروتئين به
 يك ويژگي مهم ،بيان بالاي پروتئين در فاز سكون

 بالاي بيان پروتئين و سطوح بوده E. coli باكتري
 ).27( دهدهدف، در صورت القا در فاز سكون رخ مي

بالاتر پروتئين نوتركيب و   حلاليت،در عين حال
، در ءسرعت پايين تجزيه پروتئوليتيك در صورت القا

انتهاي فاز لگاريتمي، باعث افزايش بيان پروتئين 
در اين تحقيق مشاهده شد ). 28(شود نوتركيب مي

 باعث افزايش بيان ،در انتهاي فاز لگاريتمي ءكه القا
 بسيار ،ميزان فوق در مقايسه با نوع وحشي. شودمي

 است برابر سويه وحشي 20بالاتر بوده و بيش از 
آميز  بيان موفقيت،نتايج حاصل از اين تحقيق). 29(

بديهي است با . دهدپروتئين آسپاراژيناز را نشان مي
 نوتركيب، ميزان بيان سازي شرايط رشد باكتريبهينه

  .بالاتر خواهد بود
  

  تشكر و قدرداني
معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد بدينوسيله از 

- صميمانه سپاسگزاري ميواحد اسلامشهراسلامي 
  .شود
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