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 کلی شریشیاابیانی سویه ر د PapG.AcmA بهینه سازی بیان تولید پروتئین نوترکیب

 9، امیر میرزایی6، محمدرضا معصومیان5*فاطمه اشرفی

 کارشناس ارشد، گروه فن آوری زیستی و علوم زیستی،  2مربی، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، تهران، 1
 دکتری، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شرق، تهران 3دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، 

 چکیده

یکی از مهمترین باکتری های بیماری زاست که باعث عفونت مجاری ادراری  (UPEC)یوروپاتوژن  اشریشیا کلی  سابقه و هدف:

به   PapGنوترکیبزی بیان پروتئین بهینهساهدف از این مطالعه، می شود و هنوز هیچ واکسن انسانی علیه آن ساخته نشده است. 

 می باشد. اشریشیا کلیدر  AcmAبه نام  لاکتوباسیلوسهمراه پروتئین لنگری 

 pET21aبه صورت سنتتیک خریداری و در وکتور بیانی  pEXAدر وکتور کلونینگ  PapG.AcmAژن کدکننده ها:  اد و روشمو

وسترن بلات و  SDS-PAGEبا روش سویه اریگامی  اشریشیا کلینوترکیب در میزبان بیانی  تئینوپرن بیاساب کلون گردید. 

و   لقاگران اعنوبه  IPTG  مختلفی غلظتها، ترکیب محیط کشتمطالعه شد. تولید پروتئین فیوژن در مقیاس بالا تحت تاثیر 

 زی گردید. سابهینه  PapG.AcmAنوترکیبن پروتئین بیادر لقا ن اماز

تعیین  600nmOD=  3ری نوورت کددر  IPTGمیلی مولار  1/1توسط غلظت  بیان در مقیاس بالا، بهترین    با توجه به نتایجیافتهها:  

گرم بر لیتر)،  11گرم بر لیتر)، تریپتون ) 21گرم بر لیتر)، عصاره مخمر ) 6وی گلوکز )حاه شدح صلاه امحیط کشت پیچید  شد.

4PO2KH  (2/3  4گرم بر لیتر) وHPO2K  (12/1  (عنوگرم بر لیتر گران به  تعیین  بهینه  مقددمحیط کشت  بیشترین  تولید ار ید. 

 شد.تعیین  OD600nm= 1/1ان به میزه شدزی محیط کشت بهینهساف در تئین هدوپرن بیاو بیومس 

در منبع کربن گلوکز  ده از ستفااقابل انجام می باشد. همچنین  PapG.AcmAنتایج نشان داد که کلون سازی و بیان ژن ی: نتیجهگیر

در نهایت با تخلیص و ارزیابی ایمنی زایی پروتئین هد.  دمی  یبهتربیان  LB  نسبت به محیط کشته ترکیب محیط کشت پیچید

 نوترکیب، می توان از آن به عنوان یک کاندیدای واکسن استفاده نمود.

 .یوروپاتوژناشریشیا کلی  ،بیان زیبهینه سا،  PapG.AcmAی: کلیدواژگان 

 49مهرماه پذیرش برای چاپ:      49تیرماه دریافت مقاله: 

 *) آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، گرروه زیسرت شرنراسری.

 mnfa.ashrafi@yahoo.comپست الکترونیک:   12122494143تلفن:    

 م دمه     

) به اتصال باکتری های مولد و                              UTIعفونت دستگاه ادراری )                             

 ).    1تهاج  به بافت های دستگاه ادراری ا رلاق مری شرود )                                             

  UTI                                            یکی از شایع ترین عفونت هرا در انسران مرحرسروب ، 

می شود که تحت تاثیر جنسیت و سن قرار دارد. این عرفرونرت                                                     

علاوه بر هزینه های درمانی بالا ، سبب مر  و میر بالا نیرز در                                                         

  41). ترقرریربرا             2)        یف های مختلف از اقشار جامعه می گردد                                    

  اشریشیرا کرلری           توسط سویه های                 UTIدرصد از عفونت های                   

 ). اگرر چره در              2و     1)   ) ایجاد می شود              UPECیوروپاتوژنیک )              

محسوب می شرود،                 UTIدرصد از موارد، م انه مکان اصلی                                  41

اما این عفونت می تواند خود را از دستگاه ادراری پا یرنری بره                                                          

دستگاه ادرای بالا ی رسانده و سبب پیلونفریت و حتی به دنبال                                                          

).    3آن باکتریمی، سپسیس و گاهی اوقات باعث مر  نیز شود )                                                  

UPEC                                              یف وسیعی از فاکتورهای بیماری زایی عرمرومری و 

اختصاصی را دارا می باشد. این عوامل بیماری زا رشد باکترری                                                         
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را تسهیل و سبب بقای باکتری در داخل مجرای ادراری میزبان                                                        

). از میان عوامل بیماری زا، انوا  مختلف ادهسیرن                                                9می شود )        

 به ویژه پیلی نق  بسیار اساسی دارد.                                    

اتصال مرحله  روری                     UPECدر چرخه بیماریزایی سویه های                             

است. آغاز اتصال به سطوح مخا ی میزبان، تهاج  باکتری بره                                                       

). فرآیند اتصرال در                    1سایر بخ  های میزبان را در پی دارد )                                   

و     Iاین باکتری از  ری  فیمبریه به خصو  فیمبریه های تی                                                     

 روی می دهد.               Pتی      

که عمدتا  عفونت های نواحی تحتانری                                    Iبرخلاف فیمبریه تی                    

براعرث        Pدستگاه ادراری را موجب می گردند، فیمبریه نرو                                              

ایجاد عفونت بالا رونده در دستگاه ادراری می شود. صرعرود                                                     

عفونت ادراری از نواحی تحتانی به سمت نرواحری فروقرانری                                                  

دستگاه ادراری، زمینه را برای گرفتاری بافت کلیره و ایرجراد                                                        

فریرمربرریره           P). پیلی تی              6پیلونفریت حاد فراه  می نماید )                              

نیز گفته می شود و از اصرطرلاح                                 مقاوم به مانوز است که                       

پیلی همراه با پیلونفریت گرفته شده است. این پروتئین دارای                                                          

می باشد که غالبا  با                               ،         ،        آلل متفاوت              3

از       Pالتهاب کلیه و لگنچه انسان همراه می باشد. فیمبریه تی                                                     

 ش  پروتئین ساختاری تشکیل شده که پروتئین نو  پریرلری                                                  

) برای جذب باکتری به داخل سلول های اپی ترلریرال                                                  )   

 ).   و     1کلیه  روری است )                

درمان کنونی به منظور کاه  و محدود نمودن عفونرت هرای                                                   

حاد ادراری بر پایه استفاده از آنتی بیوتیک های مختلف استوار                                                            

 است. اما امروزه به دلیل افزای  روز افزون مرقراومرت هرای                                                     

آنتی بیوتیکی و نیز اثرات سو  مصرف بی  از حد آن ها، نیراز                                                         

 ).      4به واکسن مناسب برای درمان آشکارتر می شود )                                          

تا به امروز واکسن های مختلفی به منظور پیشگیری از عفونت                                                        

یوروپاتوژنیک پیشنهاد شده اسرت. امرا                                     اشریشیا کلی           ادراری        

هیچ کدام به مرحله فاز انسانی نرسیرده اسرت. ایرن دلایرل                                                   

 را نشران           UTI رورت  راحی واکسن های جدید عرلریره                                 

 ).      4و     1)   می دهد      

) از      UPECیروروپراتروژنریرک )                اشریشیا کلی           از آنجایی که              

مکانیس  های مختلفی برای غلبه بر میزبان و بقای خود استفاده                                                           

می کند، یکی از کاندیداهای مناسب استفاده از واکسرن هرای                                                      

نوترکیب بر پایه آنتی ژن به صورت جذب سطحی برر سرطر                                                  

 ).  11و     11)   سلول های باکتریایی است                      

به دلیل قدرت ایمنی زایی بالا و نداشتن ترنرو                                              PapGپروتئین         

زیاد در بین جدایه های بیماری زا و نیز نداشتن ت یریرر آنرتری                                                         

 ژنیک و تشابه آنتی ژنی کاندید مناسبی بررای ترهریره واکسرن                                                     

). استفاده از پروتئین های نوترکیب فیوژن با یک                                               6- می باشد )         

پروتئین لنگری غشایی یک عرصه تحقیقی جدیرد اسرت کره                                                

کاربردهای بیوتکنولوژی مفیدی در زمین  توسعه واکسرن دارد.                                                        

در مطالعات اخیر از باکرترری هرای گررم مر ربرت مرانرنرد                                              

های غیر بیماری زا و باکرترری هرای اسریرد                                       استافیلوکوکوس             

لاکتیک برای اهداف اتصال به پروتئین هرای هرتررولروگروس                                                 

 ).      11استفاده شده است )                 

   AcmA،   لاکرتروبراسریرلروس           یکی از پروتئین های لنگری در                             

می باشد که به عنوان یک پروتئین لنگری در کنرار پرروترئریرن                                                      

PapG                                                    مورد استفاده قرار گرفته است. این پروتئریرن تروانرایری

اتصال به سایر پروتئین هرا و وارد کرردن آن بره غشرای                                                 

 را دارد. اگرچره امرروزه، ارگرانریرسر  هرا و                                        لاکتوباسیلوس           

سیست  های بیانی متنوعی برای تولید پروتئین نوترکیب وجرود                                                        

اولین میزبانی بود که برای تولریرد                                   اشریشیا کلی           دارد، اما باکتری                  

داروی نوترکیب مورد استفاده قرار گرفت. به نظرر مری رسرد                                                     

پیشرفت های قابل توجهی با استفاده از آن، در ایرن حروزه از                                                        

 فناوری زیستی صورت گرفته است.                            

رشد سریع و سرعت بالای تولید پروتئین و دان  زیادی که در                                                       

 وجود دارد، بره هرمرراه ابرزار                             اشریشیا کلی           مورد فیزیولوژی                

کار آمد ژنتیکی، آن را به یکی از بهترین سیست  هرای بریرانری                                                        

). برای تولید انبوه پروتئین نو ترکیرب در                                         12تبدیل کرده است )                

، نیاز به استفاده از یک محیط کشت غنی از                                         اشریشیا کلی           باکتری        

 ، مرحریرط کشرت            LBمواد م ذی می باشد. محیرط کشرت                             

اشرریشریرا         مناسب برای بیان پروتئین های نوترکیب در باکتری                                               
 اسرت. ایرن مرحریرط مرنربرع کرربرن اخرترصراصری                                   کلی   

 ندارد و رشرد براکرترری را ترا ترراکر  هرای سرلرولری                                          

 را تامیرن نرمری کرنرد. برنرابررایرن                              nm600OD     2-9بالاتر از          
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برای افزای  تراک  سلولی و در کنار آن افزای  بیان پروتئیرن،                                                           

 لازم است که ت ییراتی در ترکیب محیط کشت انرجرام شرود.                                                

در این پژوه  ترکیب و غلظت محیط کشت، مقدار غلرظرت                                                

بررای افرزایر                LBالقاگر، زمان القا نسبت به محیط کشت                                    

در سرویره           PapGبازدهی تولید )بیومس) و بیان پروترئریرن                                     

که در مطالعات قبلی  راحی شده برود،                                     اشریشیا کلی           نوترکیب         

 در یررک مررحرریررط کشررت پرریررچرریررده اصررلاح شررده                                

بهینه سازی گردید. این پژوه  با هدف بهینه سرازی بریران                                                    

 بریرانری     سویه        در      PapG.AcmAتولید پروتئین نوتررکریرب                       

 انجام شد.           شریشیا کلی          ا   

 ها  اد و رو         مو  

سرازه ژنری          :              الف) ساخت سازه ژنی بیان کننده                               

را      لاکتوباسیلوس           که توانایی اتصال به باکتری                              PapGبیان کننده            

به صورت فیوژن برا پرروترئریرن                            PapGداشته باشد، پروتئین                     

 راحی گردید و                 pEXAدر وکتور            لاکتوباسیل             AcmAلنگری       

کره جنوبی ساخته و خریرداری شرد.                                 Bion  rتوسط شرکت           

)فررمرنرتراز،             I    و     I   در ابتدا، با استفاده از آنزی  های                                   

   PapG.AcmAلیتوانری) بررش داده شرد. قرطرعره ژنری                                

، کانرادا)            pET21a       (Bioma iخالص سازی و در وکتور بیانی                            

 ساب کلون گردید.               

و                 ( BL21  DEب) ترهریره براکرترری مسرترعرد                      
به منظور تهیه باکتری مستعد از سویه بیرانری                                          ترانسفورماسیون:                 

BL21  DE )            ،                                    ابتدا کشت شبانه از این براکرترری در

درجه سلیسیوس انرجرام                      31در دمای           LB Bro hمحیط کشت          

برابر حج  محیط کشت                      1تا      3شد. روز بعد یک ارلن با حج                             

استرریرل در             LB  ro hانتخاب و پس از ریختن محیط کشت                               

حج  آن از کشرت شربرانره                       1/1111حج  مناسب، به مقدار                     

 برسد.         1/9تا      OD      (1/31ا افه شد تا به چگالی نوری )                           

مستعد سازی غشای باکتری برای پذیرش پلاسرمریرد حراوی                                               

 توالی مورد نرظرر نریرز بره کرمرک کرلرریرد کرلرسریر                                        

 میلی مولار انجام گرفت. به منظور تررانسرفرورمراسریرون،                                                  21

 نانوگرم از پلاسمیرد حراوی تروالری مرورد نرظرر بره                                            11

میکرولیتر از باکتری های مستعد ا رافره شرد و عرمرل                                                211

ترانسفورماسیون به کمک شو  حررارتری انرجرام گررفرت.                                              

غربالگری باکتری های ترانسفورم شده به کمک آنتی بیروتریرک                                                      

 ) صورت گرفت.            m   111   آمپی سیلین )            

 سرویره بریرانری            :                   ) بیان سازه ژنری حراوی                       

  PapG.AcmAبرای بیان پروتئین فیوژن                           Ori ami    اشریشیا کلی           

مورد استفاده قرار گرفت. کشت تازه باکتری ترانسفورم شده برا                                                          

برا غرلرظرت               PapG.AcmAحاوی ژن کننده                 pET21aوکتور       

m     1      ازIPTG                     31ساعت در دمرای                9القا شده و به مدت  

درجه سلیسیوس گرماگذاری شد. به دنبال آن بیان پرروترئریرن                                                     

   و وسترن بلات تایید شد.                         SDS-PAGEمورد نظر توسط روش                   
برای تایید نهایی پروتئین نوترکیب مورد نرظرر                                               د) وسترن بلات:             

از تکنیک وسترن بلات استفاده شد. در این بررسی با استفاده از                                                           

 آنتی بادی پلی کلونال و  د دنباله هیستیدینی استفاده شد.                                                      

ابرتردا از          در    :               ه) بهینه سازی بیان پروتئین فیوژن                                  

و     1       مخمر        ره    عصا     ،       11ن   پپتو      وی    )حا     LBمحیط کشت          

و   تهیه بانک سلولی                   ای    بر    ) )مر ، آلرمران)                1       کلرید سدی             

در    شی      ار  هیچ گز        ن   گرچه تاکنو            ا شد.       ده    ستفا      ا تهیه مایه تلقی                    

محیط کشت          در       PapG.AcmAنوترکیب         ن پروتئیرن           بیا     رد    مو    

اد    هد مو       د می    ن   قبلی نشا          ، اما مطالعات               ست    ه ا    ه نشد        ه ارا     پیچید       

یگر     د نوترکیب           ی   تئینها        و پر    ن   بیا     ای    بر    ده    ستفا      رد ا    مناسب مو          

ز)،     لاکتو      رز،     ساکا      ول،     گلیسر       ،   منبع کربن )گلوکز                  از:     تند       ر عبا     

 ت،    فسفا      روژن      هید     دی    پتاسی           ،   مخمر      ره    عصا     ن،    تریپتو        

 ).  19و     13)   ت فسفا    رژن     پتاسی  هید          دی    

مرانرنرد       یط محیطی            ا شر    از    سیعی        و منه     در دا       شریشیا کلی          ا ی   باکتر     

ن     همز     و دور         pH    1/ تا      6/1درجه سلیسیوس،                 91تا      21ی   ما    د 

rpm 111      ت   شد میباشد. با توجه به تحقیقا                              ر به      در    قا        211تا

و     pH    1درجه سلیسیروس،                 31ی   ما    د یط      ا شر    ی در      باکتر       ،   قبلی      

در    ). محیط کشت             11و     19تک یر گردید )                 rpm    211ن   همز   دور     

 ستریل شد.           ا قیقه        د   11ت   به مد       سلیسیروس         جه      در    121ی   ما    د 

معمولا         ده،     ستفا      رد ا    مو    ر   کتو     و ستریل متناسب با                   ا به محیط کشت             

ی   ها    ل سلو     ی   پذیر      ب   نتخا      ن ا   مکا     ا تا      د   میشو      وده     فز  ا نتیبیوتیکی            آ 

و   مپیسیلین            از آ    ین تحقی             در ا    ه  نماید.             ا فر    را    پلاسمید          وی    حا  
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 ).    11)       ده گرردیرد        ستفا      ا نتیبیوتیک             ان آ    به عنو        تتراسیکرلریرن            

در    محیط کشت            ری    نو    ب    ری  جذ         از    ها      ل شد سلو        ان ر    میز     

فتومتر        و سپکتر       ه ا   ستگا      ده از د       ستفا      ا با      نانومتر           611    مو    ل    و    

ی   ها    ب تیو     و میکر      ،   ها    ل سلو     زی    سا    ا جد    ر   شد. به منظو             ی   گیر   ازه   ند  ا 

 ن   همز     دور     با          شریشیا کلی            ا ل   سلو   وی    حا  میلی لیتر)              1ه )   پر شد     

12111    rpm   درجره سرلریرسریروس                9ی   ما    و د   قیقه        د   1ن   ما    ، ز

 لن    ه در ار       شد    م   نجا     ت ا   مایشا       تررمررامرری آز        شد.       ژ   سانتریفیو           

محیط      میلری لریرترر             111)       1به          2/1با نسبت           میلی لیتر،              211

 ید.     د گر  م   نجا   ا کشت)      

در       PapG.AcmAنوترکیب         ن پروترئریرن           بیا     زی    بهینهسا         ای    بر    

ین    ا گرفت.         ار    مطالعه قر           رد    متر مو        را  کشت فلاسک چندین پا                   

وت    کربنی متفا            ی   مترها شامل محیط کشتهایی با مکملها                                   را  پا  

پیل     و پر    و   یز    )ا  لقاگر         ا غلظت        ار    مقد     ز)،     لاکتو      رز،     ساکا      ،   )گلوکز        

مختلف       ی   غلظتها        و   لقا       ن ا   ما    ، ز   IPTG)ید یا         ز تیوگالاکتو           

گرفت.       ار    قر    ده    ستفا      رد ا    مو    گرم بر لیتر)                4و     6،   3مکمل کربنی )              

   PapG.AcmAنوترکیب         ن پروتئیرن           بیا     در    مترها         را  پا    م   ت ثیر تما           

مطالعه        رد    با یکدیگر مو                  تبا     در ار     ه       ا و     مجز     رت    به صو       ه     

 ب      ،   یگر محیط کشت              ت د   گرفت. غلظت ترکیبا                   ار    قر    

 از:   تند       ر که عبا        ،   نظر گرفته شد              در    قبلی ثابت             ت   شا    ار  گز    

  r    12. 4HPO2K   ، 2.  r  4PO2KH   ،y as     rac  20 r 

    ،.Tryp on  10 r           وت  متفا      ی   غلظتها        همرچرنریرنIPTG  

رد    تئین نوترکیب مو                 و پر    ن   بیا     ای    بر    میلی مولار)              1و     1/1،   1/1)   

آوری      جمع     و   لقا       ن ا   ما    م ز   تما     پس از ا           ).    19گرفت )        ار    سی قر       ر بر    

لیتر بافر نمونه                 و میکر          31ها      پ تیو     و میکر      ام از       به هرکد         ،   ها    ل سلو     

ت   به مد       و   شد      زده     ه       ،   تکس به خوبی             ور  به کمک          و    افه شد         ا 

ارت     حر    درجه سلیسیوس)                 111ی   ما    ش )د    جو    در آب       قیقه        د   11

رز، از        فو    و لکتر      م ا   نجا     به منظور ا          ها لیز شوند.                ل شد تا سلو           داده      

شد.     ده    ستفا      ) ا   BIO AD   ،UK)شرکت         رز    فو    و لکتر      ا سیست          

میکرولیتر از هر نمونه در چراهرک هرای ژل                                        21میزان       سپس       

برا    و   یخته شدند             درصرد ر        12/1مید       آ کریل        ا بیس       -مید     آ کریل        ا 

رز    فو    و لکتر      ه ا   ستگا      سراعرت در د           3ولت به مدت              111ژ   لتا     و 

و   شد      ی   میز     آ نگ    ر ها با کوماسی بلو                    ژل  ید. سپس           د گر    ب   نتخا      ا 

). در این مطالعره                  16سی شدند )           ر بر  ه و     تئینی مشاهد           و پر      باندها      

 از مارکر پروتئینی شرکت فرمنتاز استفاده گردید.                                             

 یاف ه ها        

بره دنربرال          :               الف) ساخت سازه ژنی بیان کننرده                             

، صرحرت سراخرت            pET21a-PapG.AcmAساخت سازه ژنی               

تایید شد. نتایج ژل                      I-    I   سازه توسط برش دو آنزیمی                         

 الکتروفورز برش آنزیمی نشان می دهرد کره قرطرعره ژنری                                               

جفرت       1993و قطعه          PapG.AcmAجفت بازی مربو  به                     491

 ).  1می باشد )شکل                pET21aبازی مربو  به وکتور                     

  Ori amiسرویره      :              ب) بیان سازه ژنی حراوی                       

 با غرلرظرت         pET21a-PapG.AcmAحاوی وکتور              اشریشیا کلی           

برا دو  pET21a-PapG.AcmAنتیجه برش آنزیمی وکتور حاوی :  5شکل 

) 3) نمونه هض  شده آنزیمی، سترون 2و  1. ستون های I.    I   آنزی  

 . 1Kمارکر 

 . SDS-PAGEدر ژل  PapG.AcmAنتیجه بیان پروتئین فریروژن :  6شکل 

)  و  6، 9، 2) نمونه های القا نشده، ستون های 1و  1، 3، 1ستون های 

 ) مارکر پروتئینی.4نمونه های القا شده، ستون 
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القا گردید. نتایج بیان پروتئین مورد نظرر                                           IPTGمیلی مولار از                1

و تایید آن با وسترن بلات در شکل هرای                                      SDS-PAGEبا روش        

آورده است.  پروتئین فیوژن مورد نرظرر انردازه ای در                                                   3و     2

 کیلو دالتون داشت.                   33/4حدود      

منابع کربنی             :                ) بهینه سازی بیان پروتئین فیروژن                                

گرفت.       ار    سی قر       ر بر    مرورد        LBتی نسبت به محیط کشت                       و متفا    

نتایج نشان داد که منبع کربنی گلوکز بیشترین تاثیر را برر روی                                                            

ن   . نتایج نشا             )   1)نمودار           رشد باکتری نوترکیب مورد نظر داشت                                

منبع کربنی گلوکز به ترکیب محیط کشت                                    دن     افه کر         داد ا     

یگر     د نسبت به منابع کربنی                       ل   بهتر محصو           ن   باعث بیا          ه   پیچید       

 ).  2د )نمودار           میشو    

در این مطالعه ه  چنین غلظت های مختلف قند گلوکرز نریرز                                                    

ار    بیشترین مقد             مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد کره                                         

 گلوکز با غلظت             وی    به محیط کشت حا                    مربو      ل   شد سلو        ر 

بر        IPTGلقاگر         ا نتایج ت ثیر غلظت                            )   9)شکرل      میباشد                  6

ن داده        نشا         1شکل       در       PapG.AcmAنوترکیب         پروتئین             ن بیا     

ی   ت ثیر       ،   IPTGد   یا    ی ز   هند غلظتها            د می    ن   ست. نتایج نشا               ه ا   شد  

در    پو    ی   هزینه بالا           دلریرل      به      ،   همچنین        ارد،      تئین ند         و پر    ن   بیا     در    

IPTG   ،    ده    ستفا      ا تئین        و ین پر       ن ا   بیا     ای    غلظت پایین بر               ان از       میتو

 د.    نمو   

 تئین      و پر    ن   بیا     ان    میز     در    ت ثیر غلظت بیومس                        6شررکررل     

 تولید       ار    هد. بیشترین مقد                 د می    ن   نشا     را    لقا       ن ا   ما    در ز    

 ید.     د گر    تررعرریرریررن         600nmOD=    3لقا با          ن ا   ما    در ز    بیومس         

به    ری    نو    ب     جذ    ار    مانی که مقد             ن، ز    یک محیط کشت یکسا                در    

 ) مراکرر پرروترئریرن، 1وسترن بلات نمونه های پروتئینی. ستون :  9شکل 

 ) نمونه های م بت.9تا  2ستون های 

 ه.پیچیدی محیط کشت های در شد باکترمنحنی ر: 6نمودار  وت.با منابع کربنی متفاه محیط کشت پیچیدی در شد باکترمنحنی ر: 5نمودار 

در محیط کشت پیچیده با منابع کرربرنری  PapG.AcmAبیان پروتئین : 1شکل 

) محیط کشت با مرنربرع 3و  2) مارکر پروتئینی، ستون های 1متفاوت. ستون 

) محیط کشت با منبع کربنی گلوکز، ستون هرای 1و  9، ستون های LBکربنی 

) محیط کشت برا 4و   ) محیط کشت با منبع کربنی لاکتوز، ستون های 1و  6

 منبع کربنی ساکاروز.



 فا مه اشرفی و همکاران . کلی شریشیاابیانی سویه ر د PapG.AcmA بهینه سازی بیان تولید پروتئین نوترکیب .1341ها، سال نه ، شماره اول بهار  دنیای میکروب

 

11 

 ی   ها    ری  نو    ب   نسبت به جذ            ی   بهتر      ن   بیا     ،   سد    ر می        3د   عد    

 شد.   ه   یگر مشاهد         د 

 

 بح    

مل مه         ا عو    از    یکی       ان    محیط کشت به عنو                     ه  نو     و ین پژ     در ا    

ی و     شد بهینه باکتر                ای ر    محیط مناسب بر               دن    ه  کر     ا فر  ر   به منظو       

گرفت.       ار    یابی قر         رد ارز      مو    ف   تئین هد       و تولید بیشتر پر              ،   همچنین      

وت    محیط کشت با منبع کربنی متفا                                 نو    مطالعه سره           ین      در ا    

در      2113ران در سرال            همکا    ) و     Co  insکولینز )        شد.     ده    ستفا    ا 

تئین      و تولید پر          در    مل م ثر           ا عو    از    که یکی          مطالعه ای نشان دادند                      

Si  –  as in– i      محیط کشت میباشد.                  ،   ترکیب       نرررو 

محیط کشت کمپلکس غنی                     یافته های آنها حاکی از استفاده از                                   

محیط      ان    به عنو        ول)     منبع کربنی )گلیسر                   و   بافر        ،   مخمر    ره    عصا   از    

 ).      19)   بود     SELPsتئین      و پر  ن   بیا   ای    کشت بهینه بر            

زی    با بهینهسا                2111ران در سال            همکا      ) و      on همچنین فانگ )             

ن   بیا     ای    بر    را    نستند بهترین محیط کشت                         ا ترکیب محیط کشت تو                   

   نمایند      ب   نتخا      ا   i    po yp p i  s  ELPs)-E as in تئین      و پر  

ای    بر    ران     همکا      ) و          ولز )     که      ی   یگر     د ه       و پژ    ). در       11)   

ند    م داد     نجا     ا   شریشیا کلی            ا سویه نوترکیب                در      G پنی سیلین         تولید         

قابل توجهی            ار    به مقد        آن    یط      ا شر    و   محیط کشت            ات    با ت ییر          

ا     نو    ا ه       و ین پژ       ). در ا        1ند )      داد   ی       ا فز    ل را ا      هی محصو         زد  با    

گرفته       ار    سی قر       ر بر    رد    مو    وت    متفا      ی   محیط کشت با غلظتها                    

گررم برر          6گلوکز با غلظت                 وی    محیط کشت حا           ب   نتخا    ا ست.     ا 

تئین نوترکیب              و پر  د   یا  ز تولید       و   سلولی       ده    ی  تو     ا فز  ر ا   به منظو       لیتر      

محیط کشت م ثرترین                       نو    ن داد که          گرفت. نتایج نشا                 رت    صو    

 گررم برر          6با گلوکز            اه    همر     ه   محیط کشت پیچید                و   ست      ا عامل        

 نتیجه تولید             و در      سلولی         ده    تو    د   یا    ز ی       ا فز    ا لیل       د به      لرریررتررر      

مناسبترین محیط کشت                    ل، بره عرنروان             تئین محصو           و پر  د   یا  ز 

 شناخته شد.            

ن   بیا     ان    میز     روی     ست که بر          ا مل مهمی         ا جمله عو       از    لقاگر       ار ا    مقد   

در    مل مه           ا عو    از    لقا نیز           ن ا   ما    ارد. ز      ثر میگذ         ا تئین نوترکیب                و پر  

هی تولید          زد  با    زیرا      تئین نوترکیب میباشند.                         و تولید پر        زی    بهینهسا       

د   میگیر       رت    لقا صو      ا شد که       ر تابع      ای از       تئین نوترکیب به نقطه                    و پر  

لقا     ون ا    شد بد       ر سی منحنی            ر ). بر     21و     14دی دارد )         یا  ز بستگی       وا  

و  1. ستون هرای PapG.AcmAدر بیان پروتئین  IPTGتاثیر غلظت : 1شکل 

با غرلرظرت  IPTGساعت بعد از القا با  9) به ترتیب نمونه های قبل از القا و 2

 9) به ترتیب نمونه های قبل از الرقرا و 9و  3میلی مولار، ستون های  1/1

) مرارکرر 1میلی مرولار، سرترون  1/1با غلظت  IPTGساعت پس از القا با 

ساعت پرس  9) به ترتیب نمونه های قبل از القا و 1و  6پروتئینی، ستون های 

 میلی مولار. 1با غلظت  IPTGاز القا با 

. PapG.AcmAتاثیر غلظت بیومس در زمان القا در بیان پرروترئریرن :  2شکل 

) به ترتیب نمونه های قبرل از 3و  2) مارکر پروتئینی، ستون های 1پروتستون 

 گرم بر لریرترر از بریرومرس،  1/1با وزن  IPTGساعت بعد از القا با  9القا و 

ساعت پس از القرا برا  9) به ترتیب نمونه های قبل از القا و 1و  9ستون های 

IPTG  به ترتیب نمونه های 1و  6گرم بر لیتر از بیومس، ستون های  3با وزن (

 گرم بر لیتر از بیومس. 3/1با وزن  IPTGساعت پس از القا با  9قبل از القا و 
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بهترین        ن داد که          نشا     ه   سویه نوترکیب تهیه شد                    ی   لقا   ا با    اه    همر   و   

و در                  یتمی        ر لگا     ز   فا    ای    بتد     ا ین سویه نوترکیب                   در ا    لقا       ن ا   ما    ز 

3    =600nmOD   لسرریررنررا     زی    بهینهسا         و   مای ها          آز  ست. نتایج             ا 

   (L cina     ن داد       یط تولید نشا              ا شر    در      2113ران در سال            همکا      ) و

تئین نوترکیب              و هی تولید پر           زد  بر با     دی    یا  ز ت ثیر         IPTGار    مقد   که    

می شود        محیط کشت            در    باعث سمیت             د آن      یا    ز غلظت        ارد و       ند    

 ل مری گرردد         شد سلو        ن ر   ما    ن ز   شد    ود    که نهایتا  منجر به محد                      

ه   شد    م   نجا     ت ا   مطالعا        تایید کننده             نیز         پژوه  حا ر              نتای        .) 21)   

ثر    ا همچنین          و     IPTGی   لیل قیمت بالا              د ین به         ا بنابر       د.    بو    قبلی      

   IPTGکمتر        ار    مقد     ،   یی    دارو    تئین        و تولید پر          آن در       سمی       

  PapG.AcmAنوترکیب           پروتئین             ن بیا     ای    بر    میلی مولار)              1/1)   

 ب گردید.        نتخا    د و ا     پیشنها      

   ی ن یجه یر        

محیط      ه   سی شد       ر یط بر       ا شر    زی    بهینهسا         از    پس      در این مطالعه               

گرم برر لریرترر)،                 6وی گلوکز )          حا    ه   شد    ح   صلا  ه ا   کشت پیچید         

گرم برر لریرترر)،                 11گرم بر لیتر)، تریپتون )                         21عصاره مخمر )            

4PO2KH   (2/3                  4گرم بر لیتر) وHPO2K       (12/1                (به    گرم بر لیتر

ن   ما    و ز     IPTGمیلی مولار             1/1غلظت        بهینه،        محیط کشت            ان    عنو     

ده از       ستفا      ا ید.       د گر    تعریریرن         600nmOD=    3ری    نو    ب   جذ    در    لقا       ا 

 گلوکز نسبت به محیط                    وی    حا    ه   محیط کشت پیچید                

 ن   بیا     ،   یگر     ه د   شد    ارش     منابع کربنی گز                و     LBکشت       

ود    حد    ی در      غلظت بیومس تولید                  ،   هد. همچنین            د می    ی   بالاتر       

 ه   شد    ح   صلا    ه ا   محیط کشت پیچید                گرم برر لریرترر در                   /11

 به        LBنسبت به محیط کشت                    ایررن مرریررزان           ید.       د تعیین گر          

از نررظررر        ند      ا هد که میتو            د می    ن   ی  نشا        ا فز    ا بر      ا بر        3/1ار    مقد     

 قابل توجه باشد.               دی    قتصا    ا 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از تمامی همکاران دانشگاه آزاد اسرلامری                                                         

واحد تهران شمال به دلیل همکاری صمیمانه در اجررای ایرن                                                     

 پژوه  کمال امتنان را دارند.                           

References 

1. Hooton TM. Recurrent urinary tract infection in women. Int J Antimicrob Agents. 2001; 17(4): 

259-268.  

2. Johnson JR, Owens K, Gajewski A, Kuskowski MA. Bacterial characteristics in relation to  

clinical source of Escherichia coli isolates from women with acute cystitis or pyelonephritis and 

uninfected women. J Clin Microbiol. 2005; 43(12): 6064-6072. 

 3. Dodson KW, Pinkner JS, Rose T, Magnusson G, Hultgren SJ, Waksman G. Structural basis of 

the interaction of the pyelonephritic E. coli adhesion to its human kidney receptor. Cell. 2001; 

105(6): 733-743. 

4. Yasmeen Kausar SKC, Nadagir SD, Halesh LH, Chandrasekhar MR. Virulence factors,  

serotypes and antimicrobial susceptibility pattern of Escherichia coli in urinary tract infections. J 

Med Sci. 2009; 2(1): 47-55. 

5. Snyder JA, Lloyd AL, Lockatell CV, Johnson DE, Mobley HL. Role of phase variation of type 

1 fimbriae in a uropathogenic Escherichia coli cystitis isolate during urinary tract infection.  

Infect Immun. 2006; 74(2): 1387-1393. 

6. Lane MC, Mobley HLT. Role of P-fimbrial-mediated adherence in pyelonephritis and  

persistence of uropathogenic Escherichia coli (UPEC) in the mammalian kidney. Kidney Int. 

2007; 72(1): 19-25. 



 فا مه اشرفی و همکاران . کلی شریشیاابیانی سویه ر د PapG.AcmA بهینه سازی بیان تولید پروتئین نوترکیب .1341ها، سال نه ، شماره اول بهار  دنیای میکروب

 

13 

7. Al-Mayahie SMG. Vaginal colonization by papG allele II(+) Escherichia coli isolates from 

pregnant and non-pregnant women as predisposing factor to pyelonephritis. Infect Dis Obstetrics 

Gynecol. 2013; Article ID 860402. 

8. Roberts JA, Kaack MB, Baskin G, Chapman MR, Hunstad DA, Pinkner JS. Antibody  

responses and protection from pyelonephritis following vaccination with purified Escherichia 

coli PapDG protein. J Urol. 2004; 171(4): 1682-1685. 

9. Liu MA. DNA vaccines: a review. J Intern Med. 2003; 253(4): 402-410. 

10. Raha AR, Varma NRS, Yusoff K, Ross E, Foo HL. Cell surface display system for  

Lactococcus lactis: a novel development for oral vaccine. Appl Microbiol Biotechnol. 2005; 68

(1): 75-81. 

11. Song D, Gu Q. Surface expression of Helicobacter pylori urease subunit B gene E fragment 

on Lactococcus lactis by means of the cell wall anchor of Staphylococcus aureus protein A.  

Biotechnol Lett. 2009; 31(7): 985-989. 

12. Swartz JR. Advances in Esherichia coli production of therapeutic proteins. Curr Opin  

Biotechnol. 2001; 12: 195-201. 

13. Varedi Koolaee SM, Shojaosadati SA, Babaeipour V, Ghaemi N. Physiological and  

morphological changes of recombinant E. coli during over-expression of human interferon-g in 

HCDC. Iran J Biotech. 2006; 4: 230-238. 

14. Collins T, Azevedo-silva J, Costa A, Branca F, Machado R, Casal M. Batch production of a 

silk-elastin-like protein in E. coli BL21(DE3): key parameters for optimization. Microb Cell 

Fact. 2013; 1: 12-21. 

15. Chong M, Leung R, Wong C, Yuen A. The effects of ampicillin versus tetracycline on the 

plasmid. Microbial Immunol. 2003; 3: 87-95. 

16. Zeinoddini M. Theoretical and practical guide to protein analysis methods.1st.Tehran Malek 

Ashtar University of Technology press, 2011; pp: 1-30. 

17. Fong BA, Wood DW. Expression and purification of ELP-intein-tagged target proteins in 

high cell density E. coli fermentation. Microbe cell Fact. 2010; 77: 9-16. 

18. Vélez AM, da Silva AJ, Luperni Horta AC, Sargo CR, Campani G, Gonçalves Silva G, de  

Lima Camargo Giordano R, Zangirolami TC.  High-throughput strategies for penicillin G  

acylase production in r E. coli Fed-batch cultivations. BMC Biotechnol. 2014; 21: 6-14. 

19. Muntari B, Amid A, Mel M, Jami MS, Salleh HM. Recombinant bromelain production in 

Escherichia coli. AMB Express. 2012; 2: 12. 

20. Kelley KD, Olive LQ, Hadziselimovic A, Sanders CR. Look and see if time to induce  

protein expression in Escherichia coli cultures. Biochem. 2010; 49: 5405-5460. 

21. Lecina M, Sarro E, Casablancas A, Godia F, Caire J. IPTG limitation avoids metabolic  

burden and acetic acid accumulation in induced fed-batch cultures of Escherichia coli M15  

under glucose limiting conditions. Biochem Eng J. 2013; 70: 78-83. 



 

Optimization the expression of PapG.AcmA recombinant  

protein in Escherichia coli System 

Fatemeh Ashrafi1, Mohammad Reza Masomian2, Amir Mirzaie3 

1Lecturer, Department of Biology, Tehran North branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran. 

 2 MS.c., Department of Biotechnology and Biosciences, Malek-Ashtar University of Technology, Tehran, Iran. 

 3 Ph.D., Young  Researchers and Elite Club, East Tehran branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran. 
 

Abstract 

Background & Objectives: Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is one of the most common 

bacteria to cause urinary tract infection (UTI). No human vaccine against UTI has yet been  

developed. The aim of this study was to optimize the expression of recombinant PapG with  

Lactobacillus anchor protein AcmA in E. coli. 

Materials & Methods: The synthetic cloning vector, pEXA containing PapG.AcmA was  

purchased and subcloned into pET21a vector. The protein expression levels in Origami expression 

host (E. coli) were analyzed by SDS-PAGE gel and western blotting. Moreover, various  

concentrations of IPTG (Isopropyl Thiogalactopyranoside), the medium component and induction 

time was optimized for large scale expression of recombinant protein.  

Results: Based on results, optimum expression in large scale was occurred in 0.1mM IPTG and 

OD= 3 optical density. The modified complex culture medium containing: glucose 6 g/I, K2HPO4 

12.5 g/l, KH2PO4 2.3 g/l, Yeast Extract 20 g/l, tryptone 10 g/l were determined as optimal  

medium. OD 600nm= 3.0 was determined as the best time for induction by IPTG at a  

concentration of 0.1 mM. The levels of the expression of the target protein was determined at 

OD600nm= 5.5.  

Conclusion: Based on the result, we were able to do cloning and expression of PapG.AcmA.  

Addition of extra carbon source (glucose) to the complex medium caused a better PapG.AcmA 

recombinant protein expression. Finally, by purification of recombinant protein and evaluation of 

its immunogenicity, it can be used as a vaccine candidate against the urinary tract infection. 
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