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 چکیده: 

 EDTAروش استخراج با فنل داغ با ن هدف و قبل از مرحله شکست سلولی، از در این تحقیق تلاش گردید که بعد از مرحله القاء و بیان پروتئی

بیان کننده پروتئین ضد میکروبی تترامر اشرشیاکلی حاوی ژن از دیواره باکتری ( دیساکاریپوپلیل) LPS یا همان اندوتوکسیندر جهت حذف 

S3 د. سلول جدا شده از محیط کشت در شرایط استریل در محلول استفاده شHCl-Tris  انکوبه گردید و سپس با افزودن EDTA یهاونی 

2+/Mg2+Ca  لمسئول اتصاکه LPS (دیساکاریپوپلیل )شلاته شدند. این فرآوری باعث سست شدن اتصال هستند یبه غشاء سلول ،LPS  به

به صورت محلول جدا شده و بعد از شکست سلولی، احتمال  LPS. با سانتریفیوژ کردن نمونه، دیگرد LPSآزاد شدن  جهیو در نتدیواره سلولی 

 به پروتئین و در نتیجه  بارآلودگی محصول کاهش یافت. LPSچسبندگی 

، مدت EDTA، غلظت Tris-Hclمدت زمان فرآوری با  Tris-Hcl ،  شامل غلظتEDTAبرای این منظور شرایط فرآوری سلول نوترکیب با 

در نهایت، سلول نوترکیب بعد از  فرآوری بهینه با  .سازی گردیدبهینه محاسبه و، به کمک متدلوژی طراحی آزمونها EDTAزمان تماس با 

EDTA حصول مگردید و آلودگی اندوتوکسینی آن به طور قابل ملاحظه ایی کمتر از  ، با استفاده از بافر لیز سلولی و سونیکاسیون شکسته

 .بودحالت شکست معمولی 

 S3،تترامر حذف اندوتوکسین، استخراج با فنل داغلیپوپلی ساکارید،  کلیدی:واژهای 
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 مقدمه : 

پروتئین و پپتید  239تا کنون حدود  (1)با معرفی انسولین انسانی نوترکیب به عنوان اولین پروتئین نوترکیب به بازار مصر ف 1980از سال  

میزان محصولات 2017تایید شده است. با در نظر گرفتن فرمهای مختلف تجاری این پروتئینها، تا سال  FDAدارویی جهت مقاصد درمانی توسط 

پروتئین نوترکیب دیگر  1300. علاوه بر پروتئینهای نوترکیب تایید شده، حدود (2)مورد رسیده است 380ار به دارویی تایید شده و موجود در باز

. جهت بیان این پروتئینهای نوترکیب از سلولهای میزبان مختلفی از جمله (3)نیز در فازهای مختلف تحقیقاتی و مطالعات بالینی قرار دارند

بیشترین آمار  E. coliمیلادی باکتری گرم منفی  1980شود. در دهه ها، مخمرها، سلولهای جانوری، حشرات و گیاهان استفاده میباکتری

 64درصد از پروتئینهای ضد توموری تایید شده  )  69برای بیان حدود  2015به عنوان سلول میزبان را داشت به عنوان مثال تا سال استفاده 

 .  (3)به عنوان سلول میزبان استفاده شده است E.coliمورد( از باکتری 

شود، به عنوان مثال هر سلول های گرم منفی، شکست دیواره سلولی باعث آزاد شدن مقادیر زیادی لیپوپلی ساکارید در محیط میدر باکتری

های گرم اکتریو لذا لزوم حذف این آلودگی از معضلات اصلی استفاده از ب  (4)دارد LPSمیلیون ملکول  2به ازای هر سلول  E.coliباکتری 

 (5)منفی به عنوان سلول میزبان میباشد. 

و به دلیل کند کننده نیز عبور می( در برابر گرما مقاوم بوده و از فیلترهای سترون LPSساکارید )ی یا همان لیپوپلییاندوتوکسین باکتریا

  . (6)شودعوارض خطرناک آن در موجود زنده، همواره بخشی از مراحل تخلیص پروتئین هدف به حذف این عامل مزاحم از محصول مربوط می

توان به  استخراج دو فازی، اولترافیلتراسیون، می های تخلیص زیادی جهت حذف آلودگی اندوتوکسینی وجود دارند که از آن جملهروش

-Triton Xهای غیر یونی مانند های استخراج دو فازی، افزودن دترجنتکروماتوگرافی تمایلی خاص و تعویض یون آنیونی اشاره نمود. درروش

پروتئینهای بازی که در سطح خود دارای بار مثبت زیاد میباشند و یا به . این روش در مورد (7)به نمونه حاوی اندوتوکسین ضروری است100

علت غلظت زیاد پروتئین احتمال تجمع آنها وجود دارد، به علت جذب اندوتوکسین به سطح پروتئین یا در لابلای فرمهای متجمع آن، کارآمد 

ع و همچنین برای شکستن واحدهای متجم پل کلسیمی ایجاد شدههای اولترافیلتراسیون و تعویض یونی، برای شکست . در سایر روش(8)نمیباشد

مانده دترجنت باشد. از آنجایی که مقادیر اندک باقیکلات ضروری مییا سدیم دزوکسیاندوتوکسین، استفاده از دترجنت غیر یونی نظیر تریتون 

مانده یا اثبات عدم حضور دترجنت در صورت های جاذب دترجنت جهت حذف مقادیر اندک باقیباشد، استفاده از ستوندر محصول مجاز نمی

نیز  صرفه نبوده و اولترافیلتراسیونهای فوق از نظر اقتصادی مقرون بهطرفی روشهای تعویض بافر، اجتناب ناپذیر است. از استفاده از سایر روش

های کروماتوگرافی تعویض تمایلی خاص گردد. روشو در نتیجه اتلاف محصول می aggregationباعث تغلیظ بیش از حد پروتئین و در نتیجه 

  (poly lysine) لیزین -εو پلیB(Polymyxin B)به لیگاندهای هیستیدین، پلی میکسین LPSبر اساس جذب

عملیاتی خنثی و غلظت نمکی پایین، بازیابی پایین و اتلاف زیاد پروتئین در هنگام حذف  pHهای مختلف عملیاتی نظیر محدودیت     

. برای این منظور میتوان (9)باشندهای انسانی را دارا میهای اسیدی ) مانند آلبومین( و یا سمیت برای سلولاندوتوکسین از پروتئین

های متابولیکی آمریکا برای اولین بار محققان انستیتو بیماری 1965استفاده نمود. در سال  Ethylenediaminetetraacetic acid( EDTA(از

. در سال (10)شودها باعث افزایش نفوذپذیری دیواره میبدون تاثیر منفی بر روی رشد سلول EDTAبا  E.coliدریافتند که تماس باکتری 

1977 ،Bayer   و همکارش دریافتند کهEDTA گردد. سایر محققان نیز در خصوص یکی در ساختار غشاء بیرونی باکتری میباعث تغییرات فیز

محققان انستیتوتکنولوژی  2016طور اختصاصی در سال اند اما بههای گرم منفی مقالاتی چاپ کردهتغییرات ساختاری این ماده بر روی باکتری

 . (11)ای را برای استخراج لیپوپلی ساکارید به کار بردند. تدی دو مرحلههند، از این روش در ترکیب با روش مرسوم فنل داغ به صورت ترکیبی، م

از دیواره  LPSبرای حذف  EDTA القاء و بیان پروتئین هدف و قبل از مرحله شکست سلولی، ازشود که بعد از مرحله یق تلاش میتحقدر این 

به غشاء سلولی هستند، باعث سست  LPSکه مسئول اتصال +Ca2+/Mg2های با شلاته کردن یون EDTAباکتری نوترکیب استفاده شود. 

گردد و با می LPSسیلین نیز باعث شکننده شدن غشاء و در نتیجه آزاد شدن گردد. افزودن آمپیولی میبه دیواره سل LPSشدن اتصال 

سازی شرایط آزمایشگاهی این عملیات، تاثیر این روش بر بار آلودگی اندوتوکسینی محصول مرحله شکست سلولی بررسی شود. برای این بهینه



 
ژن بیان کننده باکتری نوترکیب مطابق شرایط معمول کشت داده شده و در زمان مناسب القاء منظور سلول باکتری گرم منفی نوترکیب حاوی 

 LPSاحتمال اتصال    میشوند. در این قسمت میتوان از هر نوع باکتری گرم منفی مولد هر نوع پروتئین نوترکیبی استفاده نمود ولی از آنجایی که

ی بار مثبت  بیشتر است، در این تحقیق از سلول نوترکیب مولد پروتئین ) پلی پپتید( ضد میکروبی آزاد شده از دیواره سلولی به پروتئینهای دارا

سازی کرده آن را بهینه LPS، شرایط حذف طراحی آزمون روش با استفاده ازو  EDTAشود که  بتوان با استفاده از تیمار سلول با استفاده می

 و آلودگی اندوتوکسین آن را به حداقل رسانید. 

 روش کار :

 : E.coli در پروتئین نوترکیب  القاء و بیان

درجه سووانتی گراد تا  37دارای آنتی بیوتیک در دمای  LBدر محیط کشووت مایع  S3باکتری نوترکیب مولد پروتئین نوترکیب تترامر  سووویه

 Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside. سپس با استفاده از افزودنشود داده رشود نانومتر  600در طول موج  OD = 0.6رسویدن به  

IPTG  در غلظت(0.1 mMباکتری ) به  5000با دور  وژیفیاز سانتر ،کشت طیاز مح ومسیب یجداساز یبراساعت بعد از القاء،  4ها القا شده و

 یحاو pH = 8مولار  یلیم tris- HCl 20کننده )  زیدر محلول ل یسلول وارهیشود. سپس ددرجه استفاده می 4 یدر دما قهیمدت پانزده دق

و آلودگی اولیه اندوتوکسین اینکلوژن بادی حاصله،  با استفاده از  شکسته شده کینو با اسوتفاده از دسوتگاه اولتراسوو   (  DTTمولار  یلیم 5/0

سوین با کیت کروموژنیک، اندازه گیری شده و  به عنوان بار اولیه آلودگی محصول مرحله شکست سلولی ثبت  آزمون اندازه گیری کمیّ اندوتوک

با استفاده از همزن، به شکل  pH  =8مولار با  Tris- HCl 0.02مولار و  6شوود. سپس پلت های اینکلوژن بادی با استفاده از محلول اوره  می

ها دور ریخته آوری و پلتدقیقه، سوووپرناتانت جمع 15به مدت  14000اده از سووانتریفیوژ با دور سوووسووپانسوویون یکنواخت گردیده و با اسووتف 

رایط ها در شسازی اینکلوژن بادیشووند. آلودگی اندوتوکسینی نمونه حاصل از این مرحله به عنوان بار اولیه آلودگی محصول مرحله محلول می

 mMو  mM Tris.Cl 100و  pH 6.8ها بافر لودینگ پروتئین ) به هریک از نمونه Laemmliمطابق با روش سپسگردد. معمولی، ثبت می

dithiothreitol 200  وSDS 4%  وbromophenol blue 2.0  درصوود وGlycerol 20% دقیقه در  10( اضووافه و به مدت˚C 95  جوشووانده

 و رنگ امیزی گردید.گذاری نمونه %20کریل آمید . سپس در کنار مارکر وزن مولکولی پروتئینی، بر روی ژل پلی اشوندمی

 آزمون ژل کلات: ندازه گیری اندوتوکسین به روشا

میباشوووند و بعد از افزودن نمونه به هر ویال و   Eu/ml 25/0ویوالهوای از پیش آمواده آزمون ژل کلات موجود در بازار با محدوده سووونجش    

درجه سوانتی گراد، تشکیل ژل در ویال بیانگر غلظت اندوتوکسین بیشتر از محدوده سنجش کیت میباشد. برای این   37انکوباسویون در دمای  

شود و به صورت تکرار دوتایی به هر یک از یمیکرولیتر( تهیه م 500، سه رقت متوالی از هر نمونه ) فاقد اندوتوکسین منظور، با استفاده از آب 

درجه سانتیگراد به دور از هر گونه تکان یا  37ساعت در دمای  1شود. ویالها به مدت میکرولیتر نمونه اضوافه می  200ویالهای کیت ژل کلات، 

الها ) رو به پایین(، تشکیل ژل در هر ویال درجه وی 180اسوترس انکوبه میشوند و بعد از گذشت این زمان، از انکوباتور خارج شده و با چرخش  

شووود. جهت . با توجه به تشووکیل یا عدم تشووکیل ژل در هر رقت، محدوده میزان اندوتوکسووین هر نمونه تخمین زده می(12)شووودبررسووی می

ی نیز به صووورت تکرار دوتای Eu/ml 1/. و 1اطمینان از صووحت عملکرد کیت، در هر بار آزمون، نمونه اندوتوکسووین اسووتاندارد نیز در غلظت  

 شود. آزمایش می

 اندازه گیری کمیّ اندوتوکسین با استفاده از کیت کروموژنیک: آزمون 

 یق(  است که از طرpNA یلینآن یترو) پارا ن یعامل رنگ یک، سوبسترا یککروموژن یبا سوبستراها یناندوتوکسو  یریگاندازه هاییتدر ک

اندوتوکسین،  . با حضورمتصل شده است ی کوآگلوژنفعال شده بر روساز یر آنزیم لختهتاث یگاهمشوابه جا  یبا توال یدپپت یکبه  یدیآم یوندپ

م شود. این آنزیساز می) گرفته شده از آمبوسیت خرچنگ نعل اسبی( پیش رفته و باعث فعال شدن آنزیم لخته  Cمسیر فعال شدن فاکتور 



 
گیری و در نتیجه ماده رنگی در محیط آزاد گشته و قابل ردیابی و اندازه شودفعال شوده باعث شوکستن پیوند سوبسترا و پراانیتروآنیلین می  

شود و با رسم منحنی استاندارد، مقادیر رنگ مربوطه با مقادیر های مشوخصی از اندوتوکسین استاندارد تکرار می شوود. این آزمون با رقت می

بیشتری فعال گردیده و در نتیجه  Cه مورد آزمون بیشتر باشد، فاکتور شوند. بنابراین هر چه اندوتوکسین نموناندوتوکسوین ارتباط داده می 

 یتک یتشووود و معمولاح حسوواسبا رنگ زرد مشوخص می  nm 405در طول موج  یتروآنالینپاران. (13)یابدمیزان عامل سونجش افزایش می 

میکرولیتر نمونه رقیق شده به صورت  50برای انجام این آزمون،  .(14)باشدیم Eu/ml 1 یال 1/0سووبسوترا در محدوده    ینبا ا یینقطه نها

تایی سترون دپیروژن ریخته  96به صورت تکرار سه تایی در چاهکهای پلیت  0.1و  0.25، 0.5، 1دوتایی و نمونه استاندارد در رقتهای تکرار 

حاصله از آمبوسیت خرچنگ نعل اسبی میباشد به آن اضافه  Cکه حاوی فاکتور  (lysate)میکرولیتر ماده واکنشگر کیت  50شده و سپس 

میکرولیتر از سوووبسووترای کیت به هر یک از چاهکهای  100شووود. سووپس میزان درجه انکوبه می 37دقیقه در دمای  10گردیده و به مدت 

 SDS  10درصد یا  20میکرولیتر اسید استیک  100درجه، واکنش با استفاده از  37دقیقه انکوباسیون در دمای  6اضوافه گردیده و بعد از  

گردد. با رسووم منحنی نانومتر قرائت می 405الایزا ریدر، شوودت طیف نمونه ها در طول موج  درصوود متوقف شووده و با قرار دادن پلیت در 

  و غلظت اندوتوکسین و تعیین رابطه خطی آن، غلظت اندوتوکسین نمونه مجهول قابل محاسبه میباشد. ODاستاندارد بر اساس 

 

 

 تعیین سطوح انتخابی پارامترهای موثر: 

باشد که برای به حداقل رساندن آن، پارامترهای می S3پاسخ هدف این طرح، میزان آلودگی اندوتوکسین اینکلوژن بادی تترامر نوترکیب  

دردوسطح مطابق جدول زیر ارزیابی،  EDTAو مدت زمان انکوباسیون سلول با  EDTA، غلظت Tris- HClموثر شامل زمان انکوباسیون با 

 .شدندازی مدلسازی و بهینه س

 فاکتورها و سطوح انتخابی جهت آزمایش -1جدول

 2سطح  1سطح  عنوان پارامتر

 میلی مولار 85 میلی مولار Tris/ HCl 50غلظت  

 دقیقه 30 دقیقه  Tris/ HCl  10  زمان انکوباسیون با

 دقیقه 30 دقیقه EDTA 10مدت زمان انکوباسیون با 

 مولارمیلی  50 میلی مولار EDTA  10  غلظت

 نتایج: 

مندرج در تمامی پارامترها مورد آزمایش و تعیین اندازه اندوتوکسین قرار گرفتو نتایج زیر  1بر اساس سطوح و فاکتورهای انتخابی در جدول 

 حاصل گردید. جدول 

 شرایط فرآوردی سلولها بر حسب طراحی آزمایشها و نتایج مربوطه -2جدول 

1فاکتور  2فاکتور   3فاکتور  4فاکتور    نتایج 

 Tris/ HClغلظت  
 /Trisزمان انکوباسیون با  

HCl 

مدت زمان انکوباسیون با 
EDTA 

 EDTA Endotoxin of IBغلظت  

 اندوتوکسین در میلی لیترEU/ml دقیقه میلی مولار دقیقه میلی مولار

50 15 85 10.0 119954.8 

68 20 68 7.5 17493.1 

68 20 68 7.5 23002.0 



 
85 15 85 5.0 18005.8 

50 25 85 5.0 16804.2 

68 20 33 7.5 41005.4 

85 25 85 10.0 405037.5 

68 20 68 7.5 10107.2 

85 25 85 5.0 16003.1 

68 20 68 7.5 19207.4 

50 15 50 5.0 100728.8 

50 15 85 5.0 36812.6 

68 20 68 2.5 77983.1 

85 25 50 5.0 18999.1 

85 15 50 5.0 42030.8 

68 10 68 7.5 16003.1 

68 30 68 7.5 18903.0 

85 15 85 10.0 242024.4 

85 25 50 10.0 170504.2 

68 20 68 7.5 14993.7 

50 25 85 10.0 138022.1 

50 15 50 10.0 30404.0 

103 20 68 7.5 239909.5 

85 15 50 10.0 106496.6 

50 25 50 10.0 60231.3 

33 20 68 7.5 129947.2 

50 25 50 5.0 36812.6 

68 20 103 7.5 128024.6 

68 20 68 12.5 218568.7 

 

 ثبت گردید. 3موجب بدست آوردن شرایط تخمینی بهینه با حداقل اندوتوکسین گردی که در جدول  2محاسبات اماری نتایج حاصل از جدول 

 شرایط تخمینی جهت رسیدن به حداقل آلودگی اندوتوکسین -3جدول

 

 

 

 بحث: 

با توجه به نتایج حاصله میتوان پیش بینی نمود که حالت حداقل آلودگی اندوتوکسین اینکلوژن بادیها در شرایط غلظتهای متوسط تریس و 

حاصل  LPSو زمان انکوباسیون کوتاهتر اتفاق بیفتد. بر طبق نتایج مقایسه مقدار  EDTAزمان انکوباسیون بیشتر و همچنین غلظت متوسط 

ری شده در شرایط بهینه و بیومس بدون فرآوری، اختلاف آماری معنی داری بین نتایج آزمایشگاهی و شرایط تخمینی توسط از بیومس فرآو

بر این اساس در شرایط بهینه، اینکلوژن بادی فراوری شده فقط حاوی مقدار مدل مشاهده نشد که نشانه معتبر بودن مدل انتخابی بود. 

 Tris/ HClغلظت  
زمان انکوباسیون با  

Tris/ HCl 

مدت زمان انکوباسیون با 
EDTA 

غلظت  
EDTA 

ن بادیمقدار اندوتوکسین در انکلوژ  

71.053 29.492 59.38 5.142 984.786 



 
حذف  %99.8، قابلیت حذف EDTAین بود که بیانگر این است که در شرایط بهینه فرآوری سلول با اندوتوکس EU/ml 1569.5میانگین 

،  Tris-HClمیلی مولار   70میگردد. بنابراین استفاده از  log 2.7آلودگی اندوتوکسینی بایومس را داشته و باعث کاهش این آلودگی به اندازه 

دقیقه برای فرآوری سلول قبل از انجام  5معادل  EDTAمیلی مولار و زمان تماس با  60دل معا EDTAدقیقه، غلظت  30، زمان تماس با آن 
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