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  أ   پيشگفتار مولف

  پيشگفتار مؤلف 
 DNAالشعاع فناوري   فرايند توليد محصولات دارويي تحتبه ويژهها،  توليد پروتئين
ها  كروارگانيسميم در آغاز اين فناوري جديد فقط تعداد محدودي از. قرار گرفته است

سيس  روميا از پروكاريوت و مخمر نانوايي ساك1كه اشريشياكلي طوريه ب ،مد نظر بود
 .شد كار گرفته ميه ندهايي بي چنين فرابراي يوكاريوتي بنوان ميكروعه  ب2سروزيه

ها در  ت گرفته از كاربرد ايمن آناها گنجينه اطلاعاتي موجود، نش  اين ارگانيسمبارهدر
از . شد صنعت غذايي نيز ديده مي علوم و تحقيقات بود و در مورد مخمر، كاربرد آن در

 ايه اشت كه تحقيقات را به سمت ارگانيسمها و موانعي وجود د محدوديتاين رو، 
 بيان برايكه قادر به برطرف كردن نيازها و تقاضاهاي موجود كرد  ترغيب ميديگري 

در نتيجه تعداد الگوهاي بيان ميكروبي و . تعداد رو به رشد محصولات ژني باشند
هنوز به شوند   محصولاتي كه روانه بازار ميتر بيش با اين وجود، .سلولي گسترش يافت

صورت جديد تعريف ه هايي كه ب تعداد محدودي ارگانيسم متكي بوده و اغلب ارگانيسم
هاي ممتاز  به رغم ويژگي. شوند كار گرفته ميه ها ب  تحقيقات در دانشگاهبراياند،  شده

ها و  شوند، هنوز محدوديت صورت صنعتي استفاده ميه هايي كه ب برخي از سيستم
  . خورد دهاي خاص به چشم ميموانعي در توسعه فراين

كه دارد هايي  هاي فعلي و سيستم  مفصل بر سيستم وكتاب حاضر مروري جامع
 را در هاي جديد هاي متداول با گزينه ينهزاند و مقايسه وسيعي از گ  تعريف شدهاًجديد
سودوموناس فلورسانس و ( باكتري گرم منفي دودر اين كتاب . گيرد برمي

 گرم مثبت استافيلوكوكوس كارنوسوس، چهار گونه مخمر ، باكتري)اشريشياكلي
و دو ) كاتي ليپولي اي و ياروسمورفا، پيشياپاستوري نس، هانسنولاپليراولاآدنيني وسآرك(

شوند و در ادامه  توصيف مي) آسپرژيلوس سوژا و سورداريا ماكروسپورا(اي  قارچ رشته
  . هاي پستانداران و گياهان خواهد شد  در سلولياننظر اجمالي به ب

                                                 
1- Escherichia coli 
2- Saccharomyces Cerevisiae 



  ت   پيشگفتار مولف

  مترجمان  شگفتاريپ
  :اي است از كتاب كتاب حاضر ترجمه

Eukaryotic “Production of recombinant Proteins, Novel microbial and 
expression systems”  

از آلمان به لاتين  1توسط پروفسور جرد جليسن 2005كه نخستين بار در سال  
بيان هاي  طور مفصل به معرفي انواع سيستمه در اين كتاب ب .است ليف شدهات

هاي جديد پرداخته شده و  هاي متداول و سيستم پروكاريوت و يوكاريوت اعم از سيستم
. است كردهتوليد محصولات نوتركيب بررسي  براياي  طور مقايسهه ها را ب اين سيستم

وسيعي از اساتيد، پژوهشگران و  به خوبي سلايق و اهداف طيف دتوان رو مي از اين
  .توليدكنندگان محصولات پروتئيني نوتركيب را پوشش دهد
داري و حسن ترجمه آن به  تمامي تلاش گروه مترجمان در جهت رعايت امانت

كار برده شده، عليرغم ه لاحات علمي بطبا توجه به تعدد اص. فارسي صورت گرفته است
، راهنمايي خوانندگان بنابراين. شكالاتي هستچندين مرتبه بازخواني امكان وجود ا

  . تواند ما را در رفع اشكالات موجود ياري رساند كتاب و اساتيد محترم مي
ها، دكتر مريم شاه حسيني،  در خاتمه مراتب قدرداني خود را از همكاري علمي خانم

زارعي كه سايه عبدالصمدي و دكتر فرزانه پورعسگري اعلام نموده و از آقاي محسن  دكتر
  .نماييمگزاري مي اند، سپاس در تايپ و ويرايش اين اثر كمال همكاري را نموده

  
  1387اسفند ماه 

  

                                                 
1 - Gerd Gellissen 

مترجمان پيشگفتار



 

 

  

  فصل اول

 راهكارها و معيارهاي انتخاب سيستم بيان



  هاي بيان ميكروبي و يوكاريوتي جديد سيستم هاي نوتركيب  توليد پروتئين    2

 

  ن ايك سيستم بي انتخاب يارها و معيارهاهكار
ز طريق اكند كه  دي و كيفي تبعيت مياقتصا يمنطق زاي نوتركيب ها پروتئينتوليد 

 هاي  آنزيمتوليدبراي . شود يت ميات توليدي هدابيني شده تركيب ي پيشاربردها و كها ويژگي
  توليداهم شود كه با روشي فرديا بفناوري زيستيز طريق اكي اي خوراه فزودنيا ايصنعتي 

 الزاماي توليدي ها روش در نتيجه،. شدابت بابل رقابع صنعتي قاز مناتي  چنين محصولاانبوه
ربرد ا موثر و متكي به كملااصول كاگيري به كار برايبد كه ا توسعه ياي گونهيستي به اب

 و اروهاتوليد دبراي كم امنطق ح. شدا تخمير بفرايندن قيمت در ازرات محيطي اتركيب
يمني اب جوانيت اشوند، رع ي در نظر گرفته مي انسانرفاي مصات ديگري كه براتركيب

گيري ژنوميك   شكلاب. ستات صحيح و درست توليد محصولا محصول و دقت در
 به طور(ي مختلف صنعتي اه خهاف ژني در شاهداد ايش تعدافز آن اتيك كه نتيجهاسيستم

ل اسب نيز در حان مناي بياه به سيستم زا، ني است)16ك فصل . ررويي،ال صنعت دامث
، E.coliي ها ميزبان كاربرد هيد شده بايتبيوتكنولوژي ي اروها توليد دهم اكنون. ستايش افزا

ي اه ، سيستمكتابين ا در. شود ن محدود ميارانداي سلولي پستاه چند نوع مخمر و سويه
 ات يا رچ رشتهاي گرم منفي و گرم مثبت، چند نوع مخمر و قها پروكاريوتز ان مختلف ابي

 اه نيسمارگا مختلف سلولي و ا انواعشوند كه عمدت هي توصيف ميارن و گيانداي پستها سلول
شوند، نقش چشمگيري در   معرفي مياينجايي كه در اه ز سيستمابرخي . گيرد مي  در برار

،  آن كهلاح. ندا ر شدهازانه با روپيش از اين كه اند  شتهارزشمندي داي ها پروتئين مسير توليد
. ري هستنداگذ يهال پاكه در حشوند  معرفي ميي جديدي اه  سيستمبه عنوانبرخي ديگر 

ين ام اتم. هستندي صنعتي اربردها كبرايلقوه انسيل باي پتاراشود كه د بت مياولي ث
ط ضعفي ا و نقاه ل محدوديتاص و مطلوب بوده، در عين حاي خها ويژگيي ارا داه سيستم
به ي نوتركيب ها پروتئينكه در توليد (خته شده اي شناه  كه در سيستم گونهنارند، همانيز د
رد ايي كه سيستم منفردي وجود نداج آن زا. شود ديده مي ها محدوديتين ا نيز )روند  ميكار

آميز   توسعه موفقيتبراي قطعي بيني پيششد، ال با ه آيدي ممكنها پروتئينم اي تماكه بر
ين ابرابن. شود يه ميا و سرمزمانست كه منجر به صرف ادرستي اچنين سيستمي، نتيجه ن

  سلولانيسم يارگايي چند انا، تولاادير و كيفيت باص در مقا خپروتئين توليد برايست ابهتر 
 ). 13فصل .ك.ر(ر گيرد ابي قرارزيازي مورد ا موبه طورشده، انتخاب 

  



 3   خاب سيستم بيانراهكارها و معيارهاي انت: فصل اول 

 

 صان خاسيستم بي انتخاب صلي دراي امترهاراز پا برخي )1- 1جدول 

ت محصولا
 رازانه بارو

ي توسعه فرايندها
كاربرد  يمنياي اه هزينه فتهاي

ي اپيونده سيونگليكوزيلا ترشحي تخميراه هزينه  ها بيوتيك آنتي
سولفيد دي

توسعه 
سيستم  بندي رده سيستم

 نابي

توسعه  بلهي انسانبها مش- بله  پذير امكان لااب زابي ني لااب عتيس صنامقي بله
 ملاك

ها يوكاريوت
 لياي ع

Mammalia
n Cells 

 متوسط زابي ني پايين يلوتاپ سامقي خير
- پذير  امكان

 محدودبه
 اندازه

توسعه  بلهي انسانبها مش- بله 
 ملاك

ها يوكاريوت
 Plant Cells لياي ع

س امقي خير
 هياگآزمايش

 بيني پيش نپايي
 پذير امكان پايين زابي ني شود مي

ي ها ويژگيـ  بله
خته اشنادقيق ن
 ستا

حل امر بله
يا رچ رشتهاق ييابتدا

Sordaria 
macrospor
a  

 پذير امكان پايين زابي ني پايين يلوتاپ سامقي خير
ي ها ويژگيـ  بله

خته اشنادقيق ن
 ستا

توسعه  بله
Aspergilluيا رچ رشتهاق ملاك

s sojas  

س امقي خير
 هياگآزمايش

 بيني پيش پايين
 پذير امكان پايين زابي ني شود مي

ي ها ويژگيبله ـ 
خته اشنادقيق ن
 ستا

حل امر بله
 ييابتدا

مخمر 
 دوريخت

Arxula 
adeninivor
ans  

س امقي خير
 هياگآزمايش

 بيني پيش پايين
 پذير امكان پايين زابي ني شود مي

ي ها ويژگيبله ـ 
 ختهاشنادقيق ن
 ستا

حل امر بله
 ييابتدا

مخمر 
 دوريخت

Yarrowia 
lipolyltica  

 پذير امكان پايين زابي ني پايين س صنعتيامقي بله
 نوزا مبدونبله ـ 
- α پيوند اي بانتهاي

  3و1
توسعه  بله

 ملاك
مخمر 

 متيلوتروف
Pichia 
pastoris 

 پذير امكان پايين زابي ني پايين س صنعتيامقي بله
 نوزا مبدونبله ـ 
- α پيوند اي بانتهاي

 3و1
توسعه  بله

 ملاك
مخمر 

 متيلوتروف
Hansenula 
Polymorp
ha 

ز اص نيا خبه طور پايين يلوتاپ سامقي خير
توسعه  محدود خير پذير امكان پايين رداد

 ملاك
كتري گرم اب

 مثبت
Staphyloc
occus 
Carnosus  

 زابي ني پايين يلوتاپ سامقي خير
بسته به پروموتر او

 اي پايين -
 متوسط

ترشح 
بله ـ در  خيرسميپلا پري

 سمپلا پري
توسعه 

 ملاك
كتري گرم اب

  منفي
Pseudomo
nas 
fluorescen
ce 

ز اص نيا خبه طور پايين س صنعتيامقي بله
 رداد

ر تبسته به پرومواو
 ا يپايين -

 متوسط

ترشح 
بله ـ در  خيرسميپلا پري

 سمپلا پري
توسعه 

 ملاك
كتري گرم اب

 منفي
Escherichi
a coli 

كتاب ين ال مختلف وي ذكر شده در فصاه  سيستمفهرست 1»ناسيستم بي«در ستون 
. دهد  مينشان ا راه نيسمارگاين ا جزييبندي   طبقه،2»بندي طبقه« ستون. ستا شده ارايه

كستري است كه به ترتيب در خانيسم مربوط ارگانگر پيچيدگي اياي رنگي نماه زمينه
ز اي مثبت و منفي اه ي بعدي جنبهها ستوندر . بداي  مييشافزا متوسط و تيره ،روشن

ر منفي و اعتبانگر ايا رنگ روشن نمبه طوري كهشود،  يز مياطريق رنگ زمينه متم
 اسط رالت حد وا ح،كستري متوسطا خايي باه در زمينه. ستار مثبت اعتباكستري تيره، اخ

 ا ر5»فتها ي توسعهملااك« و 4»وليهاحل امر«، 3»توسعه سيستم«ستون . دهد  مينشان

                                                 
1- Expression System 
2- Classification 
3- Development of System  
4- Early Stages  
5- Completely developmented   
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صر مربوط به ا و عنها روشمل اپذيري ك نگر دسترسافته بياكند كه توسعه ي يز ميامتم
 دهنده نشانوليه احل است و مر آن ان ژن مورد نظر و كنترلا ژنتيكي، بيكاري دست

  . ستام اتماتوسعه ن
ت پس ايرز تغيا دو مورد 2»سيونگليكوزيلا« و 1»سولفيدي ي دياپيونده«ستون  در
. ستاهميت ائز اي هترولوگ حها پروتئين در توليد به ويژهشود كه   مشخص مياي ترجمه
 اگر يك يارند و اسولفيدي د ي دياد پيوندهايجايي محدودي در انا توها، پروكاريوت اعموم

 ريوتياشد، سيستم يوكازم ب مورد نظر لاپروتئينليت ا فعبرايسولفيدي  چند پيوند دي
 -O ا ي Nبه ز انيسب ا منكاركرد براي پروتئين گرا .ستا تري سبامنانتخاب 
رو در توليد  يناز اد ستنسب نيا منها پروكاريوتشد، ابداشته سيون گليكوزيلا

ل نيز ا به حات. ط كرداحتيايد اشوند، ب ي تهيه مي انسانرفامصبراي يي كه ها پروتئينگليكو
. اند بوده ارا داي ر انسانرازگاي سها تئينپروخت گليكوا سامكانن ارانداي پستها سلول تنها

 P.pastoris و H.polymorphaصله توسط دو گونه مخمر متيلوتروف اي حها پروتئينگليكو
در مورد دو . شندا بآلرژنشود  كه تصور ميهستند  3وα-1ل اتصا اي ب انتهاينوزا مبدون

ل تعيين ا به حات ها  آنسيونص گليكوزيلااي ذكر شده، تركيب خها قارچمخمر ديگر و 
 پروتئيني 3»ترشح«. ستاده شده ا دنشان منفي ها به صورت  آنراعتبا از اين رونشده و 

كتري گرم البته در مورد دو با. ستاي ذكر شده مشخص شده اه م سيستماص در تماخ
ست اسم پلا ي پرياي تجمع محصول در فضا ترشح به معنP.fluorescens و E.coliمنفي 
 4»هزينه تخمير«در سه ستون . ستارجي اي خامحصول مستلزم تجزيه غشمل ايي كاو ره

 مورد نظر پروتئيني عملي توليد اه  به جنبه6»يمنياهزينه « و 5»ها بيوتيك  آنتيربرداك«و 
 به علت تر بيشكه (ن ارانداي پستها سلولي تخمير در اه  هزينهاعموم. شود ره مياشا

 ها پروكاريوت و ا، مخمرهها قارچهي، اي گيها سلولز ا تر بيشر ا بسي)ستاي محيط اه هزينه
كننده پروموتر القا به عنوانكه ) IPTG (7نوزيداكتوپيرلااتيوگ يزوپروپيلا كاربردلبته ا. ستا

                                                 
1- Disulfide Bonds  
2- Glycosylation 
3- Secretion  
4- Costs of fermentation  
5- Use of Antibiotics  
6- Safety Costs  
7- IsoPropylThioGalactopyranoside  
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شود   ميP.fluorescens و E.coli در پروتئيني توليد اه يش هزينهافزاعث است، بامطرح 
 فرايند در ها بيوتيك كاربرد آنتي. دشو كستري متوسط ديده مياكه به صورت زمينه خ

 ا يE.coliرويي در ا دپروتئينگر هدف توليد ا .شود مطلوب مياي نا فزاينده به طورتخمير، 
S.carnosusسميد ي پلاا بقامكانشود كه  انتخاب يداي بميزبان/ سميدشد، سيستم پلاا ب

ي يك سيستم ها قابليته ب» يمنياي اه هزينه«. هم كندا فرا رها بيوتيك كاربرد آنتيبدون 
ي سلولي اه  سيستمبه طوري كهرد، اره داشاي  انسانيزا بيماريمل امل عواتوليدي ح

 به عنوانل ا مثبه طور. رندار داترين ريسك قرلاان در معرض بارانداز پستامشتق شده 
 ست كه آن انگرا بي1»فتهاي ي توسعهفرايندها«ستون .  مطرح هستندها ويروسملين رترواح
. ندا هشدس صنعتي ا مقيايلوت يارد مرحله پاوص اخن ابر سيستم بيمبتني ي ا فرايندهاآي
مي اتم  پيش از اين اه ين سيستماز اميك ادهد كه كد  مينشان 2»رازانه بات رومحصولا«
  .ستانده اگذر ا رنعاين موا

 بين پيچيدگي.  نشان داده شده است1-1هاي مورد نظر در جدول  فضاي رقابتي سيستم
. شود پروتئين خاص و پيچيدگي و قابليت سيستم بيان تطابق مختصري ديده مي

حال آن . شوند هاي باكتريايي توليد مي هاي داراي يك زير واحد به راحتي در ميزبان پروتئين
هايي كه به گليكوزيلاسيون پيچيده و صحيح پستانداران و يا وجود پيوندهاي  كه پروتئين

البته تحقيقات . يوكاريوتي هستند هاي  مستلزم توليد در ميزبانسولفيدي نياز دارند، دي
بندي  هاي ديگري را با موقعيت رده جاري براي توسعه الگوهاي بياني، احتمالا ميكروب

اي  ها معرفي خواهد كرد كه براي توليد چنين محصولات پيچيده تر نسبت به يوكاريوت پايين
 به طور E.coli ي توليدي مبتني بر كاربردها به طور مثال، سيستم. مناسب باشند

شوند  به كار گرفته مي) t-PA(كننده پلاسمينوژن بافتي   توليد فعالفرايندآميزي در  موفقيت
 .H و P. pastorisهاي مخمري متيلوتروف  اكنون اجزايي در اختيار گونه  هم.)2فصل .ك.ر(

polymorphaيا 3لاسيون هسته داخليگليكوزي با هايي پروتئينز  است كه براي سنت 
 براي انساني كردن پروتئين استفاده N اتصال از نوع گليكوزيلاسيون هايي با الگوي پروتئين

  ). P. pastoris در مورد 7 و فصل H. polymorpha در مورد 6فصل .ك.ر(شود  مي
                                                 
1- Process Developed  
2- Products on Market  
3- Core  glycosylated proteins  
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يي مبتني بر اه  سيستمايسه باي ميكروبي در مقاه  كلي سيستمبه طور
كتري گرم منفي اب. تر هستند لوصولا ر و كنترل، سهلاعتباظ ا به لحلياي عها يوكاريوت

E.coli ،نيسم ارگا به عنوانني بقه طولاانيسمي بود كه به علت سارگا نخستين
 تخمير، در فرايند پذيري دسترسو  آن  ژنتيكيكاري دست بودن آسانهي، اگآزمايش
 و عدم پروتئيندر ترشح آن  ط ضعفا نقولي گرفته شد، به كار نوتركيب پروتئينتوليد 

، به علاوه. كند ل مياعم آن اده عمومياستفا در ايي راه سيون، محدوديتگليكوزيلا
گر ا. نندام قي ميا ب1دياكلوژن ب آنغلب به شكلا كترياين با در ت نوتركيبمحصولا

، استي فرودستي فرايندها و سازي خالصي اسبي براين منآغاز دها م،دياكلوژن ب آنچه
ظ از لحاشود كه  مل ميا شايي راه محلول و تودهايي به صورت نها پروتئين الباولي غ

 برايي ا حل پيچيده و پرهزينهارد به مراين موال هستند كه در ابيولوژيكي غيرفع
 به عنوان E.coliين وجود، هنوز هم ا ا ب.ستاز ال نيا محصول غيرفعوبارهفت دازياب

و هنوز ) 12فصل .ك.ر(ست اچيده مطرح ي پيها پروتئين توليد برايي ا گزينه
  . اند  مشتق شدهE.coliز اد كه نشو ر ميازارد بادي وارويي زيات دمحصولا

P. fluorescensكتري گرم منفي ا ببه عنوان به تازگيست كه انگر سيستمي ايا نم
 ره شدهاشا 3نيسم در فصل ارگاين اي مفيد ها ويژگيز ابرخي . ستاديگر تعريف شده 

 پروتئين و توليد پروتئينيي ترشح انابيوتيك، تو  آنتيبستگي بهامل عدم واش كه ستا
  . ستال ابه فرم محلول و فع

S. carnosusايي ترشح به محيط كشت راناست كه تواكتري گرم مثبت انگر بايا نم 
ي ها باكتريغلب در مورد ا كه نداردص سيستمي اي خاه ين سويه  محدوديتا. رداد

 به واسطهت كه نند تجزيه پروتئوليتيكي محصولااشود؛ م  ميگرم مثبت برشمرده
ي اه  سويهكاربرددر  لياشكا به عنوانگيرد و   صورت ميميزبان زاي مترشحه ازهاپروتئ

Bacillus subtilis مورد  در. ستا مطرحS.carnosusره سلولي ان ديوا در ميازها پروتئ
 به عنوان S.hyicusز افظ مشتق شده از محا يك ليپكاربرد ان باتو نند و ميام قي مياب
ره از ديوا در حين عبور پروتئينزيه جز تاجلوگيري براي  پروتئينشرو در صدور يپ

ي هترولوگ ها پروتئين ترشح امكانين سويه، ا كاربرد ا ببه علاوه. كردده استفاسلولي 

                                                 
1- Inclusion bodies  
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 اربردكم امحلول به هنگاخل سلولي نا دياجزاكه به صورت نيز وجود دارد دوست  چربي
ين الي ديگر احتماربرد اك. شوند  ديده ميH.polymorphaنند اي مخمر مها ميزبان
 لاسيگنلي از طريق توا ميزباندر شده به سطح اي صها پروتئينكردن قلاب  سويه،
 ارايه ايش سطحي راي نوتركيبي كه چنين نمها ميكروب. ستا كربوكسيل انتهاي

ر اده قراستفا مورد اه ليستاتاي زنده و بيوكها واكسنوليد براي تنند اتو دهند، مي مي
  ). 4 فصل .ك.ر(گيرند 

ده ابليت تخمير سانند قاريوتي ماي ميكروبي و يوكاه ي سيستماياز مزا تركيبي ،ها قارچ
 دقيق به طور Aspergillus.spنند اي ما ي رشتهها قارچ. رندا دا رپروتئينبليت ترشح او ق

ي ها پروتئينصي در ترشح ارد خادر موولي ، كنند مي ترشح اي طبيعي رها پروتئين
 به صورت اراجبايد ارجي باي خها پروتئين ينابرابن .دنشو ر مشكل ميانوتركيب دچ

 زازش پروتئوليتيكي بعدي ا محصول مورد نظر طي پرداي تركيبي توليد شوند تها پروتئين
 توليد يندافركند كه در   توليد ميايي راسپورها  معمولاآسپرژيلوس به علاوه.  شوداجدآن 

 موثر در توليد به طور Aspergillus.spين وجود ا اب. هستندمطلوب ارويي، نات دمحصولا
ين ا بدون S. macrosporaسويه ). 9فصل .ك.ر. (شود ده مياستفاكتوفرين  لااز يافيت
رويي ات د توليد محصولابرايي  انتخاب گزينهبه عنوان از اين رومطلوب بوده و اي ناسپورها

  ). 10 فصل .ك.ر(شود  د ميانوتركيب پيشنه
مخمر . گيرد  نيز در بر مياي مختلف مخمر راه سيستمكتاب انتخاب ين ا
 برايشود،  ده مياستفان ا سروزيه كه به صورت سنتي در صنعت پخت نميسيسرواكاس

يد اي تFDAدو توسط  كه هراند  ر گرفتهاده قراستفا مورد  انسولين وHbsAgتوليد 
رد، بدين ترتيب كه اين سيستم وجود دا كاربردط ضعفي در ا نقولي. ندا دهش

S.cerevisiaeي ها پروتئين) سيونهيپرگليكوزيلا(سيون يش گليكوزيلاافزاعث ا ب
شوند كه  نوز ختم ميا به يك مNل اتصا اتي باي كربوهيدراه شود و رشته نوتركيب مي

 ولي در دو سويه .شود سوب مي محآلرژنست و ا به رشته متصل α -3،1 پيوند اب
 اشوند كه ب نوزي ختم ميا به مNل اتصا ارتي باي كربوهيداه متيلوتروف مخمر، رشته

سيون ن هيپرگليكوزيلاا، ميزبه علاوه. ست نيآلرژنرد و ال داتصا به رشته α-2,1ل اتصا
 به عنوانهر دو سويه متيلوتروف . ستايي كمتر انوا مخمر نايسه بامق درها   آندر

 ناين ميادر . شوند رجي محسوب مياي خها پروتئين توليدكنندهي ها ميزبان
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H.polymorpha سير ارويي باي صنعتي و دها پروتئين كننده توليدميزبان به عنوان 
هم شده ازمي فرار و لوابزاين دو گونه، ادر . ستاص، مطرح ا خبه طوري ا فزايندهرشد 

 پروتئيني كردن براي انسانسيوني گوي گليكوزيلالا ا بايي رها پروتئينن گليكو ا بتوات
 .ك.ر(هم كرد ا فراخلي راسيون د گليكوزيلاايي بها پروتئين ترشح امكانتوليد كرد و 

 Yarrowia و  Arxula adeninivorans 1زگي دو گونه دوريختيابه ت). 7 و6فصل 

lipolytica ين ال نسيايستي پتا بولي. ندا ن مشخص شدهاي بيالگوها به عنوان
نيسم دوريختي ارگادو  هر. ت برسداثباي صنعتي به فرايندهاي جديد در اه سيستم

تر لااي باهادر دمها   آندر) ريسه(دهند و هيف  يش مياز خود نما ا به دمگيبستاو
 تنها در شرايطي O گليكوزيلاسيون با اتصال A.adeninivoransدر . شود تشكيل مي
 5 فصل .ك.ر. (ر حالت جوانه زدن قرار داشته باشدگيرد كه مخمر ميزبان د انجام مي

توانند به طور موازي با كاربرد  اي مي هاي رشته همه مخمرها و شايد همه قارچ). 8و
محدوده وسيعي از ناقلين براي توليد محصول مشخص، مورد ارزيابي قرار گيرند 

  ). 13 فصل.ك.ر(
ت هترولوگ اح تركيبصلاا امكان) BHK3 ا يCHO2نند ام(ن ارانداي پستها سلول

ها   آن تخمير درفرايند ولي هستند، ارا دقيق دبه طور ان راراندالگوي پستا ابق بامط
ي اه ست كه در سيستماز چيزي ار كمتر ان محصول نيز بسياپرهزينه بوده و ميز
ي ا لقوهاب به طورن ارانداي پستها سلولهمچنين . شود صل ميامختلف ميكروبي ح

حل تخمير و ام مرا كنترل دقيق تماز اين رو. هستندمل ويروسي اعو اگي بآلودمستعد 
ي فيبر اكتورهابيور كاربرد ا ببه راحتيين كنترل البته، ا. ستموردنياز ا سازي خالص

ل توليد ا به حات. ستاره شده اش آن ا به11ست كه در فصل ا پذير امكان 4لياتوخ
ل ا در حوليشد؛  ن قيمت محدود مياي گراروها به دها ميزبانين ات صنعتي در اتركيب

، ها  آنتا و مشتقها بادي  آنتينندارويي مات د محصولاآميز موفقيتضر توليد اح
 كاربرد اسيون صحيح بز به گليكوزيلاا به دليل نيVIIIكتور انند فات خوني ممحصولا

  . ستان ميسر شده ارانداسيستم كشت سلول پست
                                                 
1- Dimorph  
2- Chinese Hamster Ovary Cell  
3- Baby Hamster Kidney Cell  
4- Hollow Fiber Bioreactors  
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ست و ا ارا دان خشكي راهايد گيا فوتر شبين نيز اهانسيون سلولي گياكشت سوسپ
. شود  مطرح ميها پروتئين متوسط ادير كم يا توليد مقبرايي ا  گزينهبه عنوان از اين رو

، GMPنين ا تحت قوها پروتئين توليد امكانمل ا شاه ين سيستما كاربرديد افو
لبته ا. ستاستريل ايط ا شركاربردوم و ا مدبه طورز محيط كشت ا ها پروتئينزي اساجد

زم  لا1يدست پاييني فرايندها سازي بهينهن توليد محصول و ادي در ميزات زياحصلاا
  ).12 فصل .ك.ر( شود پذير امكانري اظ تجالح زاين سيستم ا كاربرد است تا

                                                 
1- Downstream  
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  دومفصل 

  (Esherichia.coli)اشريشياكلي 
  2 و رالف ماتيس1جوزف آلتن بوخنر

                                                 
1- Josef AltenBukhner 
2- Ralf Mattes 
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 ها ست ژنفهر
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   مقدمه -2-1
 مدلي به عنواننيسمي بود كه ارگا ميكروكلي نخستين اشريشياكتري گرم منفي اب
 خستين نبه عنوان مولكولي و نيز شناسي زيستي ژنتيكي و اه ي بررسيابر

  . به كار رفتي نوتركيب ها پروتئينسي ژنتيك و توليد نيسم در مهندارگاميكرو
ر ژنومي اختامل و سا مولكولي، رشد، تكشناسي زيستره ژنتيك و ا دربات ماعطلاا

ت در مورد نقشه پيوستگي ژني منتشر اليفا تنخستين كه 1964ل از ساكتري اين با
كتري در اين بامروزي در مورد انش موجود امي داتم. ستادي كرده اشد، رشد زي

به كنون او هم ] 86[ست اوري شده اگرد» لمونلااكلي و ساشريشيا« ردانداستامرجع 
ت انيسم مدل در تحقيقارگاز اكلي اشريشيامروزه ا. ستادسترس  درصورت آزاد 

ز هر است كه انيسم صنعتي تبديل شده ارگايه به  ميكرواهي علوم پاگآزمايش
 به عنوانكتري اين با. شود ده مياستفا تر بيشن اي بياه ريوت ديگري در سيستماپروك

 برايي و حتي  آناليزف تشخيصي واهدا براي اه  آنزيمي توليدارد برانداستانيسم ارگا
ست كه ا پذير امكان به شرطي تنهاين ا و به كار رفته استرويي اي دها پروتئينسنتز 

ز اي بعد ا پايهت از به تغييرا نياشد، ياحد نباي چندين زير وارا مورد نظر دپروتئين
  . شداشته باترجمه ند

نش و تجربه مربوط به صنعت تخمير ال گذشته، رشد عظيمي در دادر طي چهل س
كتري اين باز ادي اي زياه سويه. ستا صورت گرفته لااس با در مقيها پروتئينو توليد 

اند  ر شدهازگاسم سپلا  پرياسم و ي در سيتوپلاپروتئيني توليد است كه برا دسترس در
 براي متنوع 1ياه لهابل تنظيم مختلف و دنباي قا پروموترهاب ناقل بيان ناراو هز

ري اختا سهاي ويژگيبه دليل . اند  شدهخته احي و سا طرپروتئين آمدراتخليص ك
 .Eبسته به اي وفرايندها سازي بهينه، ها  آنتي ويژه و محصولاها ژنمنحصر به فرد 

coli ط محدودكننده انق. رداز دايي نيلااو به وقت و هزينه ب به ويژهكننده  غلب خستها
 پايينزده ا، ب)لااس باطي تخمير در مقي  درويژه به (قلين اري نايداپامل ناصلي شا

، سميت محصول ژن و mRNAري ايداپا ترجمه، نفرايند و طويل شدن آغازمرحله 

                                                 
1- Tag  
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 كه به توليد ستندهي پروتئينسب محصول امناخوردگي ناري، هتروژني و تايداپا نمساله
  . انجامد ل مياي غيرفعها پروتئين

 توصيف ميزبان سلول به عنوان ا رE.coliصلي ا هاي ويژگيز اين فصل برخي ا
ي ها پيشرفتيت انهشود و در  مشكلات مطرح شده متمركز ميز اكند و روي بعضي  مي

  . دكن  ميزگواب مسايل راين اخير در غلبه بر ا

  شت ، ژنوم و كاه  سويه-2-2
ز ا 1، يك رده1885ل ا در سT. Escherichتوسط  كلياشريشياوليه ادر پي توصيف 

ه انشگا در د1925ل ازي شد كه در ساسا جد1922ل ا در سK12كلي اشريشيا
  . دشثبت » 12K«م انه نفورد باستا

 شروع كرد و ها باكتري روي ايش رارها ك2تومات به نام ، فردي1940ي ها ساليل اوادر 
نش، ارا و همك3، دمرك1966ل ادر س. زي نموداسا جداگزوتروف رافته اي جهشنخسيتن 
ي اكتورها، فازومه پيا و اسميدهي جهش، پلاها جايگاهي ژني، ها جايگاهمه تعيين ان فرهنگ

 آوري گرد ا ر)فته بودنداكه به مرور توسعه ي(يي اكترياي باه ت فنوتيپي و سويهاجنسي، صف
ئم قديمي  و شرح علاشناسي اصطلاح براي ي، مرجع مفيد1998ل ادر س. و كددهي كردند

ي اه  نقشه پايهت كه براين توصيفا.  تدوين شد4ينت توسط برلااحصطلااي گزين جايو 
 آن مروزي مربوط بهاي فيزيكي دقيق اه  به كمك نقشه.پيوستگي ژني قديمي نوشته شد

  . شدمل ا ك1998ل اس  در5توسط رود
مل ارد مختلف شانداستاي اه ز سويهامه و توصيفي ان ه، شجر1972ل ا در س6بكمن

  . رود به كار مي اي دنيها آزمايشگاه تر بيشد كه در  منتشر شكلياشريشيا Bسويه 
صه ول خلاابسته و متداي واه  سويهتر بيشصلي ا هاي ويژگيين فصل، اه مدر ضمي

  . رنداربرد دامروزه كاست كه اشده 

                                                 
1- line  
2- E.L. Tatum  
3- Demerec  
4- Berlyn  
5- Rudd  
6- Bachmann  



 15   اشريشياكلي: دومفصل 

نش ارا و همك1تنركلي توسط بلااشريشياك سويه ز يامل الي ژنومي كانخسيتن تو
. دشثبت )  جفت نوكلئوتيدK12) 4639221ز ا MG1655ي سويه ا بر1997ل ادر س

 ا مگ2 حدود وليست، امل نشده ا هنوز كW3110وند الي ژنومي سويه خويشاتعيين تو
-7ز ا ت نوكلئوتيدي كمترايسه، نرخ تغييراين مقا  پايهبر. ستايسه شده امق آن زاز اب

ين ابرابن. شود ل تخمين زده مياه نوكلئوتيدي در سايگا هر جيازا نوكلئوتيد به 10
بر ]. 60[ رسد  ميبه نظر پاييني ا حظهبل ملاا قبه طوروت بين دو سويه فوق ادرجه تف

ز سويه ا پيشل ا س كم و بيش40، 2اه ين زيرسويهاهي، اگآزمايش هاي رشا گزپايه
W1485ي بين ژنوم سويه مرجع ها تفاوت روشن شدن براي]. 9[اند   مشتق شده

MG1955لي اي تعيين توا برگزين جاي به كار مي روند روشيمروزه ايي كه اه  و سويه
ي تعيين اري برابزا به عنوان 3ي كل ژنومياه آرايهبه كمك . ستا رفته به كاركل ژنوم 

ر شد كه پيش از  آشكاشده ويژه انتخاب ياه قعي سه حذف در سويهاهيت وا، ماه حذف
 و 4خته بود، توسط پيترزاشنا نملااهمچنين حذف ديگري كه ك. آن مبهم بود

  . دشيي اسا شن2003ل انش در ساراهمك
 ا با رها توالييسه ا مقامكانلي ژنومي، ا تعيين توابطه با شده در ر انجاميها تلاش

 ها كوششين ا. ستاه هم كردافر  كلياشريشيا اوند باي خويشاه ي ديگر و نيز گونهاه گونه
  . دهند  شكل ميايي راكترياملي، ژنوم باي تكايد كه نيروه انجامهاين ديدگابه ظهور 

 5يرا جزاصدهها   آنست كه دراده ا دنشان اي را دهنده تكاني الگوها، اه يسهاين مقا
 نوكلئوتيدي اسكلتين ا. ندا ي گرفتها عمومي ج6اسكلتي هر سويه در يك اصي براختصا

  .     ستان ا يكساه در بين سويه آن يا درصد نوكلئوتيده98ست و اظت شده ا حفرابسي
دن ژنوم اي هستند كه در شكل دا فقي ژن دو پديدها  انتقالدن ژن واز دست دا

، تنوع وسيع و طيف ها  آنكردكارو نتيجه اند  شتهادي دادي سهم زياجداي  كلاشريشيا
]. 97[وتي هستند ار متفاي ژني بسياه رايهآي اراست كه دامروزي اي اه گسترده سويه

                                                 
1- Blattner  
2- Sub-strains  
3- Whole- genome arrays  
4- Peters  
5- Islands  
6- Backbone  
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بل صرف اقها  كاركرد آنست كه ها ا ژنز ا برخي داراي  كلياشريشيامروزه ابي ترديد 
هي و اگآزمايشف اهداي است كه برايي ها ژني ارا دطور همينست و انظر كردن 
عتي ي صناه در سويه 1ي مخفياژهاف نسپوزوني و پيشاصر تراعن. زم نيستندتكنيكي لا

ين از ژنوم به ا انش مادر نتيجه د. زندا به خطر بينداري ژنوم رايداست حتي پاممكن 
ي جديدي اه ي دقيق مهندسي ژنوم، به خلق سويهارهابزا كاربرد ا با منجر شد تمساله
  كلياشريشياز ا MDS12ري، توليد سويه انخسيتن نتيجه چنين ك]. 135[زيم ابپرد

 فرايندين ا. ستا ژنوم بوده دوبارهگيري   ژنوم و شكل دوره حذف در12صل ابود كه ح
،  اندازههشا درصد ك 1/8 ابر باز شد كه برا با مگ263/4  اندازهمنجر به توليد ژنومي به

نسپوزوني اصر ترا مورد عن44ز ا مورد 24ي ژني و حذف امحتو هش درا درصد ك3/9
 كه كرد مشخص اه رسيين برايج اهمچنين نت]. 68) [1-2شكل  (است) پذير انتقال(

ت فنوتيپي الديني، تغييراي واه  سويهايسه با و مقMDS12وليه در اي ها ويژگيتعيين 
 سويه اب 2ريخت شدنابليت تراي رشد و قها ويژگيهمچنين . دهد  مينشان اكمي ر

MG1655ا بيياه حي گونهاي طراي جديدي براه  فرصتاهبردهاين را. ستان ا يكس 
  . ستاهم كرده ا مطلوب فريها ويژگي

  
 منشا MG1655روي نقشه حلقوي ژنوم . MD12 ا تMD1ي اه يي حذفاج هباج) 1-2شكل 

  ].68[اند  مشخص شده) Ter(تمه احيه خاو ن) Ori C(زي انندساهم
                                                 
1- Cryptic Prophages  
2- Transformability 
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. ري شداگذ يهاپ ها دانشگاههي در اگآزمايشر در سطح ا نخستين باشريشياكليكشت 
كتري، اين باگون اي گوناه  و سويهاه تهفاي ر جهشاهده شده در رفتاي مشها تفاوت

ي اه  سويهاع كنند تابدا اي را ي ژنتيكي ويژهها روششت اد آن  بران رانشمنداد
 به  E.coliتبديل . در هستنازگاصي سايط خا شراجديدي خلق شود كه ب

ري اگذ يهاي پتر بيشي ها پيشرفتت و ا تحقيقانيسم صنعتي موجب شد تارگاميكرو
ده شود ا نهاكتري بنادر كشت ب) HCD (1ي سلوليلااكم بامروزي ترارد انداستاشود و 

فته اي ن متنوعي كه هر يك به سويه جهشاي بياسميدهنند پلااهم]. 131 و 96، 74[
ي ابركه  تخميري نيز 2ياه لعملارند، دستوراز دا نيميزبان به عنوانويژه خود 

  . زيادي با هم دارنداند تفاوت  فتها توسعه ياشريشياكليي مختلف اه سويه
، K12 W3110 همچون E.coliي مختلف اه ي سويها براه لعملاين دستورا جزييات

HB101 و BL21) 100 و 56، 1[ست ادسترس  در) انتهاي آنو موت .[  
يل اي سلولي، تملااكم با تراي كشت بها روشصلي در توسعه ات ز مشكلاايكي 

يل ا تمپايه]. 79 [است ها باكتري رشد دهمهاركننست كه ات استا در توليد اشريشياكلي
 براير اهكاو چندين ر] 67[ست اروشن شده جزييات آن ت و استاكتري به توليد اب

به  ـ گلوكزيد آلفا متيل ـ كاربردل اي مثابر. ستارك ديده شده ا تدمسالهين از اجلوگيري 
ر ابزا كاربرد انجامسر. هد كردا برطرف خواين مشكل راكتري، اي بابر] 33[ منبع كربن عنوان

سيلوس اكتري باز با كه بهره مي گيرد 3زات سنتتاكتستولاا  آنزيمزابوليك كه امهندسي مت
به  گلوكز اتغذيه ب ،4اگر يسم كنترل پسمكان كاربرد ا باي] 5[.ستاسوبتيليس گرفته شده 

  ]. 1 [شود د ميارد پيشنهانداستاي ها روش عنوان

  5ناقلين بيا ن-2-3
 وم بها مق6گراسا، شن)ori (همانندسازي منشاي ارا معمول دبه طورن اقل بيايك ن

. استري تنظيم شده و ترجمه ژن موردنظر ابرد ي نسخها بر7نا بيستابيوتيك و ك آنتي
                                                 
1- High Cell Density  
2- Protocols  
3- Acetolactate Synthetase 
4- Feed – back  
5- Expression Vectors  
6- Marker  
7- Expression Cassette  
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 پايداركنندهيف امل وظا ديگري شيها ويژگي دارايست ان ممكن اقل بياهمچنين ن
سميد به  پلا انتقاليي واج هباكه در جباشد  DNAي ارهاختا سا يها ژنسميد و پلا

  . رندالت داي ديگر دخاه سويه
 pMB1 به نام ColE11سميد شبهز پلااقل مشتق ا كرد كه سيستم نيادآوري دياب

  ]. 18[به كار رفته استقلين اير ناز سابيش 

   pMB1ز اقلين مشتق ا نهمانندسازي -3-1- 2
. رداز  دا نيIز اليمر پDNAز و ا پليمرRNA به همانندسازي براي pMB1سميد پلا

 RNAز اس شود كه به پيش كنترل مي) RNA I(سنس   آنتيRNA توسط همانندسازي
ز ا و در نتيجه RNaseH كاركردز اشود و بدين ترتيب  متصل مي) RNA II(يمر اپر

ي به نام  كوچكپروتئيندر مرحله بعد . كند يمر جلوگيري ميامل شدن پرابلوغ و ك
ROP2 به مجموعه،شود دهي ميسميد كد كه توسط پلا RNA I و RNA II متصل 
ي اسميدهچه در مورد پلا آننندا، همropحذف ژن ]. 121[كند ر ميايدا پار آن شده و

 به 50ز ا در سلول ا راه سميدد كپي پلاا، تعد]129[ستا شده  انجامPUCده انواخ
ي نوتركيب ها پروتئين  انبوهم توليداد كپي در هنگايش تعدافزا. دهد يش ميافزا 150

 به تجمع آمينهي اسيدهاز حد اردي، مصرف بيش ادر چنين مو. ستانيز ديده شده 
tRNAين الي ا همولوژي توبه دليل. شود رژ نشده منجر مياي شا هtRNAا باه RNA 

I] 130 [كنش ميان RNA I و RNA IIموجب مسالهين ا و شود ميل ختلاار ا دچ 
 هر يازاسميد به  پلا250 ات(د كپي ا تعديشافزا. شود سميدي مي پلاDNAتكثير 

  . شود مي كپي ژن نوتركيب تر بيشيش افزاموجب ) تر بيشسلول و 
زد و به نوبه اثر سا متا رها سلولبوليكي است ظرفيت متا ممكن مسالهين ايت انهدر 

 آمادگي T7 سيستم همچونقوي  يناي بياه سيستم.  متوقف كندا رپروتئينخود سنتز 
  . ا دارنداين پديده ر
 RNA Iز اي ا حيهان آن خته شده كه درا سColE1ز نوع ا يقل جديدا نبه تازگي

فته ا، تغيير ي)دهد  ميكنش ميانرژ نشده اي شا هtRNA اد بال خيلي زياحتماكه به (

                                                 
1- COLE1- like plasmid  
2- Complex 
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 در پروتئيند كپي طي سنتز اسميد جديد، تعدين پلاا ادر حقيقت ب). 2- 2شكل (ست ا
  ]. 49[اند م بت ميا، ث انبوهسامقي

  
ي ا برمهاركنندهسنس   آنتينا كه به عنوRNA Iدر  1قهار لوپ ـ ساتخا س)2-2شكل 

 تعيين RNaseEه برش ايگا جبه وسيله RNA Iنيمه عمر . كند  عمل ميRNA IIيمر اپر
 ا و يRNA I اب) رژ نشدهاش (آمينهسيد اي بدون اهtRNAرسد،  به نظر مي. شود مي

RNA II برد و در نتيجه  ز بين ميا ا ركننده كنترلكس ده و كمپلا دكنش ميانDNA 
د اري تعدايدامنجر به پ) PEARL1 (2تغيير در لوپ . شود ز حد تكثير مياسميدي بيش پلا

  ].49[شود   ميColE1ز اقلين مشتق اكپي ن

  2خل سلولاد در سميدزي پلااسا جد-3-2- 2
 ا بند،ا شده انتخاب 3يريختاي ترلااي نرخ با كه براشريشياكليي اه ز سويهاري ابسي

  ]. 74 [شوند ميخته ا شن)HCD(ي سلولي لااكم با ترا در طي تخمير ب4ساتشكيل كم بيوم
ز ان مشتق اقلين بيا، هر چند كه نE.coli W3110تر مثل  ي قوياه در سويه

ColE1ين ا تر بيش]. 127[ست ا يابي دستبل اي سلولي قلااكم بار هستند، ترايداپا ن
 ميزبانسويه ] بليت نوتركيب شدناق[ بودن +recA ويژگين به اتو مي اري رايداپان

د كپي اي تعداراي داسميدهي نوتركيب شونده قوي، پلااه  در سويهمعمولا. دانسبت د
                                                 
1- Loop-Stem 
2- Plasmid Partitioning  
3- transformation  
4- Biomass  
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 ايي باي دوتاسميده به پلاارها   آند،اين رويدا. شوند  مي1ر نوتركيبي همولوگا، دچلااب
  . كند تبديل مي) ي بعدي و برعكسابتداسميد به  پلاانتهاي(ل سر به دم اتصا

 در يك اين كه الت مونومر تبديل شوند و يا به حدوبارهنند اتو  ميايمرهاين دا
.  بدهندتر بيش ايي يارتاي چهارهاختانوتركيبي همولوگ شركت كرده و تشكيل س

ست، ا موثر همانندسازين ا در ميزoriي ها توالي ا يهمانندسازي منشاد اچون تعد
سميدي نتيجه جمعيت پلا شد و درابر بايمر دو برا دهمانندسازين ا ميزستاممكن 

بين رفتن  زا به دليل 2يياي چندتاسميده پلا انواعدر مورد.  تشكيل دهدالب راغ
شود  ر كندي ميا دچفرايندين ا همانندسازيمل نشدن چرخش دور اكنترل و ك

ز تقسيم اصل اتري حي دخها سلول كه ColE1سميديي شبيه پلااه در سيستم]. 118[
زي درون سلولي اسارتي جداشوند و به عب دفي توزيع ميا تصبه صورت اسميدهپلا

  . شود  ديده ميتر بيشد كپي اهش تعداسميدي و كري پلاايداپاند، نا نشده
 و افتهي ص تجمع اي خها سلول  درامره ست كه مولتيان معني اين بدا

ها   آنسميد دردن پلااز دست دان ا كه ميزندآور  ميبه وجود ا رها سلولز ا 3زيرجمعيتي
 بل تشخيصالي قاي توارا دColE1سميد ين پديده، پلااز اي جلوگيري ابر. ستا تر بيش

 Xer CD به نام )هايگا ويژگي جاب (4زامبينا ريك آنزيمست كه توسطا Cerبه نام 
لي ال به تواتصا اشود و ب كتري كد ميا توسط كروموزوم ب آنزيمينا. شود يي مياساشن

Cer چه به شكل كروموزومي و چه  (اه يمرا كمكي، دپروتئين و به كمك چندين
 240حيه ا يك پروموتر در نبه علاوه]. 35[كند   به منومر تبديل ميار) سميديپلا

يت ا هدا نوكلئوتيدي ر95خته شدن يك نسخه است كه سار گرفته ا قرcerزي اجفت ب
 دارايي ها سلولتقسيم  رد،ام دا نRcdلئوتيدي كه  نوك95ين نسخه ا لااحتما. كند مي
  ]. 111[زد اندا خير ميا به تامر ر سميد مولتيي پلاارهاختاس

. ندارندكرد مطلوب كار اب Cerلي ا، توColE1 نوعنا و بيسازي كلونقلين اعمده ن
ي ارهاختا تشكيل سها امكان  آن كه در-recAيي اكترياي باه لي روي سويهاين توا نبود
يي اكترياي باه برعكس، همين نقص در سويه. رداي ندتاثيررد، امر وجود ند لتيمو

                                                 
1- Homologous Recombination 
2- Multimers  
3- Sub-population  
4- Recombinase  
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Rec+ سويه همچون W3110 ل در سويه نوتركيب ا مثبه عنوان. ستا ساز مشكل
W3110 توسط القاشوندهن اقل بيا نداراي L-لي ا تونبوديط اشر منوز، درا رCer   در

وم ا تخمير غيرمدفرايندز ا تيك، پسبيو  آنتيي انتخابراسميد و نبود فشر پلااختاس
برعكس در . دهند ز دست ميا ان راسميدش، پلاها سلول% 50، 1دهي خوراك اه باهمر

ن اسميدش، پلاها سلول درصد 90زاسميد، بيش ر پلااختا در سCerلي اصورت وجود تو
  . كنند مي حفظ ار

 دونبي اسميدهمي پلااد كه تمشز بيومس مشخص اسميد زي پلااساز جداپس 
 به Cer دارايي اسميدهپلا% 90ز ا بيش حالي كه مولتي و در به صورت، Cerلي اتو

سيستم كشته شدن كاربرد ، اسميدهزي پلاارسايدار ديگر پابزا]. 127[فرم منومر بودند 
ين سيستم ا. شود د نيز گفته مياعتيامدل  آن  بهاحصطلااست كه ا 2يياز جدابعد 

ست و ام گرفته شده الها R1سميد  در پلاParBري ايداز لكوس ژني پاسميد،  پلاايبقا
. است 4)ميزبانز كشته شدن اكننده  جلوگيري (Sok و 3)ميزبانكشنده (مل دو ژن اش

ي ا ، نسخهsok ژن حالي كهكند، در  ي سلول كد ميار سمي برا بسيپروتئيني hokژن 
 و جفت لاتصاز ا بوده و پس hok مربوط به mRNA كه مكمل سازد مي mRNAز ا

 hok مربوط به mRNA. كند  جلوگيري ميhokز ترجمه محصول ژن ا ا آن،شدن ب
ز اسميد در سلول مي كه پلااين هنگابرابن. استر ايداپا نsok ولي نسخه ،ستار ايداپ

، نسخه sok محصول تر سريعري و در نتيجه تجزيه ايدادست برود، به دليل عدم پ
mRNA مربوط به ژن hokز بين ا ا ر5سميد پلابدون سمي، سلول ئينپروت توليد ا ب

ز تكثير اسميد نيست، بلكه  پلاپايداركنندهين سيستم ادر مجموع ]. 85 [برد مي
 چنين كاربرد. كند  حذف ميارها   آنسميد جلوگيري كرده و پلابدوني ها سلول
  وانجامد بيها سلولهش رشد است به كار، ممكن ايداپان ناي بياه يي در سيستمها روش

 اينشود قوي تنظيم  به طورگر پروموتر ا. يدابوليكي سلول بيفزار متات بحتي به مشكلا
 ثرا در بوليكي كهار متابهش اي كمك به كا برشد،ا بآور زياني سلول امحصول ژن بر

                                                 
1- Fed-batch fermentation  
2- Post- segregational killing system  
3- Host killing (hok) 
4- Suppressar of Host killing 
5- Plasmid - Free cell  
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تري كم  د كپيانند كه تعدام قي ميارتر بايدايي پا، پروموترهشود ميرد ا وها سلولبه آن 
ن ژن اي بياز يك پروموتر قوي برارد كه اي دتر بيشهميت امي اگ هنمسالهين ا. رنداد
سميد ز پلاا پاييني پد كا تعدا بColE1ي نوع اسميده پلاتر بيش. شود ده مياستفا

p15Aي اسميدهكه پلااند   مشتق شدهpACYC177 و pACYC184 اند  جمله آن زا
ز نظر ا 1لطيفا  يعقلين وساز نان اتو ي مختلف مياه ن ژن در گونهاي بيابر]. 31[

  انواعيارارند و داد كپي متوسطي داده كرد كه تعداستفا RSF1010ي مثل ميزبان
د كپي ا تعداقلين ديگر نيز حتي بان]. 108[شند اب مي همانندسازيمختلف كنترل 

 Fسميد  پلااي] pSC101] 120[ ،RK2] 110ت امل مشتقارند كه شاتر وجود د پايين
شند و حتي اب ر ميازگاز چند جنبه سا اسميده پلايناهمچنين . هستند] 61[

شد ازم بگر لاا.  در يك سلول بهره بردزمان همن چند ژن اي بيابرها   آنزان اتو مي
به  اين دو ژن ران اتو ن شوند، ميا بيزمان هم به طورخل سلول ا ژن در دچند ادو ي

يي ترجمه اراگر كا. دار دادست پروموتر قر ييناپ هم در به دنبال سر به دم صورت
 برايه اترين ر دهاشد، سادل بامتعا كد شده نهاي  آنزيمليتا فعاي مورد نظر يها ژن

ن اي بيها مدلست كه اوت اد كپي متفا تعداقلين بانكاربرد يط توليد، ابهبود شر
يستي ا چند ژن در يك سلول، با دو يزمان همن ا بيرايهمچنين ب. رندابهي دامش

بيوتيك   آنتيوم بهاي مقها ژن دارايي مورد نظر اسميده، پلا انتخابدر مرحله
ز ا آمينهي اسيدها ي انتخابي توليدال، برا مثبه عنوان. شنداوتي بامتف
ز كه اسما و ر3زلاييمواز، كربانيينتوا هيدهاي  آنزيميدا ب2سميكاي راه نيينتواهيد
 سلول ناهمر رد، داوت دا يكديگر تفابر باز ده برابيش  آن ي آنزيمليت ويژهافع

خل يك ا، به داه  آنزيمي مختلف متعلق بهها ژن در بررسي فوق،]. 127[د شوتوليد 
ي اسميدهت پلااق شدند كه در مشتقالحامنوز ا ر- L ا بالقاشوندهن است بياك

pACYC184 ،pSC101 و pBE322اسميدهين پلاات مختلف ا تركيب.شتار دا قر 
ز اسبي ا چرخه مناي سلولي باكتورها ريتارد شد و در نهاي گيرنده واه به سويه

  . ده شدا و توسعه دسازي بهينه ا،ه كنشاو
                                                 
1- Broad - host range vector  
2- Racemic hydantoins  
3- Carbamoylase  
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   مهندسي ژنوم -3-3- 2
 كاربردز كروموزوم نسبت به اي ا ط ويژها در نقها ژندن اد رارد، قراز مواري ادر بسي

ي از پروموترهارد كه اي دتر بيشهميت امي اهنگ مسالهين ا. ردارجحيت دا اسميدهپلا
ي ا براكنون هم]. 81[شود  ده مياستفاد كپي ژن ان كم بودن تعداي جبراوي برر قابسي

 ممكن pKO3قل ال نامث به عنوان. ردا وجود د1قيالحا چندين سيستم اشريشياكلي
ق ژن در كروموزوم توسط روش نوتركيب همولوگ در الحاخل كردن و اي داست برا

 خود همانندسازي قل دراين نا.  هستند+Recر گيرد كه اده قراستفايي مورد اه سويه
كه به است  sacBبيوتيك و نيز ژن   آنتيوم بهاي ژن مقارارت بوده و داس به حراحس
ها   انتهاي آنه ژن مورد نظر كه در دوان به همراست بياك. شود  كد مي2زان سوكرالو

 شوند و ده ميار دا قرpKO3سميد ست، در پلاار گرفته اي هدف كروموزومي قرها توالي
بيوتيك و   آنتييط وجودادر شر. شود رد ميا واشريشياكليخل سويه اقل نوتركيب به دان

قي الحاسميد شوند كه پلا مي انتخاب ييها سلولسميد، ي تكثير پلااز برارت غيرمجاحر
ده ايط وجود سوكروز كشت دا در شرها سلولدر مرحله بعد، . رداوجود دها   آندر
ز كشنده ان سوكرا لو آنزيمسميد به دليل وجود پلاايداري ها سلولي اشوند كه بر مي

سميد، ژن مورد  پلابدوني اه ز كلونيانيمي ). سميد وجود پلاانتخاب بر پايه(ست ا
 آن هاقل همراز نالي ديگري اشت و تواهند داست در ژنوم خود خواه كا به همرانظر ر
  پايهست كه براتمي ، سيسrecز اق ژني مستقل الحاز انوع ديگري ]. 78[هد بود انخو

ه ژن ان به همراين سيستم، بيادر . ستاده شده ا نها بن3λهايگا ويژگي جانوتركيبي ب
به كمك . گيرند ر مياقر) λ) attPل اتصاه ايگاي جاراسميد دخل پلاامورد نظر در د

شود  شته ميابرد آن زاسميد ين پلاا همانندسازيه ايگا محدودگر، جهاي ا آنزيمهضم ب
شود كه  رد مياكلي واشريشياز اي ا خل سويهار به داختاين سا، دوبارهل اتصاز او پس 

رد شده ا وDNAحلقه . ردا د4λزاينتگرا ژن دارايرت، اس به حراسميد حسدر خود پلا
 رشد اسميد كمكي بد و سپس پلاشو ق ميالحا attBه كروموزومي ايگاخل جابه د

  ]. 7[د شو ذف ميز به تدريج حارت غيرمجايط حرا در شرها باكتري
                                                 
1- Integration  
2 - Lavan sucrase  
3 - Site- Specific recombination  
4 - Integrase  



 هاي بيان ميكروبي و يوكاريوتي جديد سيستم هاي نوتركيب توليد پروتئين   24

ز به ارد كه نيا وجود داشريشياكلي در DNAي مهندسي ا بريه جديدان رايادر پ
 recAز وجود ارتي مستقل اشته و به عبا ند1 محدودگرهاي  آنزيمه برشايگاوجود ج

 كه به دليل جهش در ژن اشريشياكليي اه سويه. ردام دا نrecETين سيستم ا. است
sbcAر گرفتنا به علت قرا ي recET تحت كنترل پروموتر ديگر، ژن recETن ا بيا ر

 در كروموزوم ارها   آن جذب كرده وا رPCR محصول DNAت ادرند قطعا قكنند مي
  PCR محصول  انتهايست كه دوا پذير امكاند به شرطي اين رويدا. ق كنندالحاخود 

ر كروموزوم ه هدف دايگا جا جفت نوكلئوتيد همولوگ ب60 ا ت40طول ه ت باي قطعاراد
خل هر ار به دايدا پبه طورست ادر است كه ژن موردنظر قان معني اين بدا. شداب
رد شود و اد وا زيا يپاييند كپي ا تعداقلين بان  درا يشدهرد از كروموزوم واي ا حيهان

گيرد و ر الي هدف قراتو رد شدن خود دراه وايگاتحت كنترل سيستم موجود در ج
  ]. 135[رد ا محدودگر ندهاي  آنزيمياه برش برايگازي به جاين نيابرابن

شوند نيز  ده مياستفاق ژن الحاز ان اطميناو براي انتخاب بيوتيك كه   آنتييها ژن
ي اي ويژه برازهاينتگراز ان اتو ل ميا مثبه عنوان. هند بودابل حذف خوادر مرحله بعد ق

 توليد برايص اي خاه ي مهندسي سويها چنين روشي بربه علاوه. ص بهره بردالي خاتو
 ا يازهان ژن پروتئاتو  مي  مثلابه طوري كهست، ار مفيد اي نوتركيب بسيها پروتئين
RNaseخت ايسه سامق(ل كرد ا شده غيرفعگيري هدف به صورت اي را  ويژهMDS12 

  ]). 68[؛ 1-2در شكل 

   اشريشياكلي ي ا پروموتره- 3-4- 2
ز و شروع ا پليمر RNAل اتصا هستند كه DNAز ايي ها توالي، اپروموتره

يي ات لي ششاي دو توارا دمعمولاها   آن.كنند ميدهي  جهت رهبري و اري رابرد نسخه
  . ندا  شدهاز هم جدايي ا ت19 ا ت16 2راگذ صلهالي فا هستند كه توسط تو-35 و -10

كتري اب]. 38[كند  ز معرفي مياپليمر  RNA به اي را ، پروموتر ويژهاحد سيگمازيرو
. استي مختلف و در نتيجه هفت نوع پروموتر اكتور سيگماي هفت فارا ديشياكلياشر

به كار مي يي پروموتر اساست كه در شناكتوري ا فترين متداول، 70 ياكتور سيگماف
) 1]: 64[كردبندي  صلي تقسيمار مرحله ان به چهاتو  مياري رابرد شروع نسخه. رود

                                                 
1 - Restriction  
2 - Spacer  
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سيون ايزومريزا) 2 1زا پليمرRNA آنزيم ملالي پروموتر توسط مجموعه كاتشخيص تو
 برداري نسخه آغازدر به ا كه قاي به گونهيي ا تغيير شكل فضصورت بهكمپلكس شروع 

 و سازي طويلين به كمپلكس آغازتبديل كمپلكس ) 4 و RNA سنتز آغاز) 3. شداب
  . حيه پروموترالي شدن ناخ

شود كه در   مي2 كمپلكس باز پليمراز و پروموتر منجر به تشكيلRNAتماس اوليه بين 
در . شود باز مي+ 1 در موقعيت RNA در محدوده نقطه شروع سنتز DNAهاي  طي آن رشته

پروموترهاي ]. 83[را پوشانده است + 20 تا -50 پليمراز ناحيه RNAكمپلكس باز، آنزيم 
ب بسيار هايي دارند كه به ترتي  توالي-35 و -10 در نواحي 70قوي مربوط به فاكتور سيگما 

ويژگي . است) -35در  (TTGACAو ) -10در  (TAATATهاي حفاظت شده  شبيه توالي
 نوكلئوتيد است و البته 17 است كه بهترين طول اين ناحيه -35 و -10ديگر آن فاصله بين 

نواحي ديگري كه قدرت پروموتر را . نوع نوكلئوتيدهاي توالي فاصله گذار اهميت كمتري دارد
حدود موقعيت  (-35 در بالادست توالي ATدهند، يكي ناحيه غني از   ميتحت تاثير قرار

تشخيص ناحيه  رسد به ترتيب در است كه به نظر مي+ 20تا + 1و ديگري ناحيه ) -43
  . پروموتري و خالي شدن ناحيه پروموتري نقش دارند

كرد و كار محدودكنندهنند اتو  ميبرداري نسخهشروع  ر مرحله دراز چهاهر يك 
رند، ابه دايي كه قدرت مشاست؛ پروموترهان معني اين بداشند و ارعت پروموتر بس

ز ا هر يك سازي بهينهشند كه بستگي به اشته باوتي دا متفملااي كها توالينند اتو مي
ند، ا فت شدها ياشريشياكلييي كه در ا پروموترهتر بيشدر حقيقت . ردار مرحله داچه
ي چنين ا بريدليل روشن. رندادي داي زيها تفاوت ظت شده،ايي حفا ت6ي ها تواليدر 

ز احتي . هستندموردنياز وتي ادير متفامق ت ژني درست كه محصولااين ايي ها تفاوت
  . رندا دپوشاني همي تنظيمي ها توالي ا باست كه پروموترهاين ا تر مهم مسالهين ا

ن و اي يكساي سيگماكتورهاست توسط فاي پروموتر كه ممكن تر بيشد ا تعدادو ي
به اند  سلول بتواد، تاد را سر به دم قربه صورتن اتو  ميايي شوند راساوت شنا متفاي

  . شداسخگو بايط فيزيولوژيكي درون خود نيز پاسخ دهد و به شرائم ويژه پعلا

                                                 
1 - Holoenzyme RNA Polymerase  
2 - Open Complex  
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ن اقلين بياي طبيعي در نا پروموترهكاربرد برايدي اي زيها كوششدر گذشته 
 تر بيشي رسيدن به حداسب براصر منا، خلق عنها تلاشين اهدف . ستاصورت گرفته 

ري ايداپا منجر شود و نا رپروتئينن توليد اين ميزتر بيش است تايي و تنظيم دقيق اراك
  .هش دهدا كاسميدي رپلا

 T7 ا يT3 ،T5ي ليزكننده مثلاژهاوت در برخي فا متفملااري پروموتري كامعم
ز نظر ا كه كنند مي كد اخود رز ا پليمر RNA،اژهاين فا. ستافت شده ا يSP6و
ترند و  لار فعا بسيازهاين پليمرا. ستا ميزبان نوع هاي  آنزيمزا تر سادهر اري بسياختاس
، اين پروموترها. پوشانند مي ار+ 6 ا ت- 17 هاي موقعيتز اي ا  شدهظتاحي حفانو

ر ي دا   گستردهبه طور هستند كه ها ميكروارگانيسمخته شده در اترين نوع شن قوي
ي تنظيمي ها ها توالي  آننزديكييطي كه در او در شراند   شدهده استفان اقلين بيان

يط ان ژن در شراي بياده شود برار دا قراشريشياكليطبيعي مربوط به پروموتر 
  ]. 103 و 44[سب هستند ا مناربردهاير كاهي و ساگآزمايش

  ن ژن ا تنظيم بي- 4- 2
ز يك نوع ام سلول ا تپروتئين درصد 30  حدودبه طوري كه، 1 هترولوگن ژنابي

 به كاري اين پروموترهابرابن. انجامد يي ميلااري ژنتيكي بايداپابه ن  قطعبه طورشد، اب
شند ابل تنظيم با مطمئني قبه طوركتري اطي رشد ب يستي دران، باقلين بياگرفته در ن

روشن شوند و  ها ژن ،كم سلولي رسيدندا تربيشينه به ها سلول هنگامي كه او تنه
يي اسان ژن در طبيعت شنا تنظيم بيبرايوتي ا متفهاي مكانيسم.  عمل كننداپروموتره

ست، اها   آنترين نوع  مرسوملااحتما به پروموتر، ي تنظيمپروتئينل اتصا. ستاشده 
يسم مكان سنس،  آنتي RNA،2برداري نسخههش ا ك همچون ديگريهاي مكانيسمولي 
. ردا وجود داي ضدسيگماكتورهافكاربرد  و اي سيگمارهكتواتمه، تغيير در فاضدخ
ي ها مثال. ر هستنداشم ند، بيشوليت پروموتر اعث تغيير در فعا بتوانند مييطي كه اشر

 تغيير در دسترسي به منبع كربن، نيتروژن، همچونردي امل مواشتواند  ميه ادلخو
 ذخيره ،PHي رشد،ابرسب ارت منا تغيير در درجه حرامعدني و ي داير موات و سافسف

                                                 
1 - Heterologous gene expression 
2 - Transcriptional attenuation 
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ده استفا براي ها راهين از اري ابسي. ]105[دشا باز يط جهشاريته و شرسمولااكسيژن، ا
د شده فوق، اي يها روش ايسه بال در مقاين حا اب. اند  شدهن بررسي اي بيها سيستمدر 

 منبع كاربرد همچونيط محيطي اسخ به شرا تنظيمي كه در پهاي پروتئين كاربرد
تر  ليت پروموتر مرسوما تنظيم فعرايشوند، ب ي رشد به پروموتر متصل ميام داكربن ي

ه ا در دو راليت پروموتر را فعتوانند مي DNA متصل شونده به هاي پروتئين اساسا. ستا
حيه ا به نمهاركننده پروتئيني كنترل منفي، ها سيستمدر : مختلف تنظيم كنند

در . كند مير ا مها مستقيما رداريبر نسخه و شود مي پروموتر متصل دست پايين
لت بهينه نيست و هم ا در ح-35 ا ت-10صله بين ا تنظيم مثبت، هم فاي باپروموتره

در . ستاوت اسب، متفا و منال  آيدهلتا حا بملاا ك-35ظت شده ايي حفا ت6ي ها توالي
زم ز لاا پليمرRNAل به اتصاي اكننده بر لا فعهاي پروتئينردي، وجود اچنين مو

ر ا مها يالقا به وسيله توان مي ا تنظيم مثبت و منفي راهر دو نوع پروموتر ب. ستنده
به )  1راثرگذامولكول (فكتور ا كنترل منفي، يك ايي بالقاي ها سيستمدر . كنترل كرد

. كند ميتور جلوگيري اپرالي ابه تو آن لاتصاز اشود و   متصل مي2 رپرسوراركننده يامه
يي مثبت، القاي ها سيستمدر . ستا رپرسور ا يمهاركننده لاتصاه ايگاتور جاپرا

. شوند ميلي هدف خود متصل ا به توار، تنهاثرگذاي ها مولكول در حضور اه كننده فعال
 جيوه به هاي غياب يون، در MerR كننده فعالوم به جيوه، اي مقها ژنين در مورد ابرابن
قي ال با، فعشود ميمتصل  آن وه به يون جيهنگامي كه ا تنهولي، شود ميتور متصل اپرا

  .]88[ماند  مي
 ارپرسور ي: ستايط برعكس ا، شراند  شدهحي ار طرا مهپايهيي كه بر ها سيستمدر 

تور خود متصل اپرا و به دشو ميل ار فعاثرگذا در حضور مولكول غيرفعال مهاركننده
  .شود مي غيرفعالر اثرگذا توسط مولكول كننده فعال و شود مي

   كنترل منفي- 1- 4- 2
 -تابوليسم كربوهيدراتاي كاه پرونا متعلق به  انواع ويژهبه -از پروموترهاري ا بسي

، ها  آنخته شدهال شنابهترين مث. شوند ميبه هر دو شكل منفي و مثبت كنترل 

                                                 
1 - Effector  
2 - Repressor  
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ركننده امه. استكتوز ي مصرف لااست كه برا E.coliكتري ا بLac 1پروناپروموتر 
يط عدم وجود ادر شر+) 21 ات+ 1موقعيت (Lacدست پروموتر پايينبه  ) LacI(كتوز لا
در حضور . كند مير ا مها رLacZYAي ها ژنز ا برداري نسخهكتوز متصل شده و لا
 در صورت ا ي-شود ميخته ا  سLacZز اكتوزيدلاا گ-βكتوز توسطز لاا كه -كتوزلولاا
، ميل تركيبي )نوزيداكتو پيرلاايزوپروپيل ـ تيوگا (IPTGكننده سنتتيك  القايفزودن ا

 پروتئين مثبت توسط به طور برداري نسخه، به علاوه. رود ميز دست اتور اپرارپرسور به 
ي ميسر زمان ا تنه موثربرداري نسخه. شود ميكنترل ) CAP (2بوليتياتا ككننده فعال

 لاابه بين كمپلكس ا تشكيل شود كه cAMP- CAP كننده فعالست كه كمپلكس ا
گلوكز، غياب  در اتنه. شود ميمتصل ) -65حدود موقعيت  (-35حيه ادست ن
  انجامكتوزپرون لااز ا برداري نسخهست و لاا بفيا ك اندازه در سلول بهcAMPسطح
دو  كه هر يزمان. ردارجحيت د آن ايط وجود گلوكز، مصرفادر شر. گيرد مي

به رشد در امش و ردهكفه شوند، رشد تغيير ناضا به سلول زمان  همبه طورت اكربوهيدر
  .ستايط وجود گلوكز اشر

ز ايكي . رنداربرد دا كاشريشياكلين اقلين بياكتوز در نت پروموتر لااهنوز هم مشتق
رون پاز پروموتر ا -35حيه ام نادغاصل شد، ا حLacيي كه در بهبود پروموترها پيشرفت
فته اتر بهبود يپرومو آن زاقع قبل ادر و( بود Lac پروموتر - 10حيه ا نا بtrp ناتريپتوف

lacUV5 در پروموتر). ده شداستفاtac16 ،-35 و -10ر اگذ صلهاحيه فا جديد، طول ن 
 ايسه باين دو پروموتر، در مقادر . ]26[ز بودا جفت بtrc، 17ز و در پروموتراجفت ب

 يترلاايي باراز كاتر و   لابر فعا ده بربرداري نسخه مرحله شروع ،پروموتر نوع وحشي
همچنين . ده شوداستفاي چند كپي اسميدهز پلاا هنگامي كه به ويژهست، ار ابرخورد

 نوتركيب در پروتئيندر به توليد ابوليتي، قاتازي كاس لاز فعا، مستقل اين پروموترها
  .هستند لااس بامقي
 در اي گونهد به افراي هستند كه مسايلي حل اي خوبي برها مثال، اين پروموترها

د ا تعدا بLacIژن كروموزومي . ند هستجهاموا آن م منفي بي تنظيامهندسي پروموتره
، روشن ) مولكول10متوسط حدود  به طور (lac مهاركنندهخيلي كمي مولكول 

                                                 
1 - Lac- operon 
2 - Catabolite Activator Protein  
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 ي چند كپياسميدهخل پلاابه د Lac  پروموتري-تورياپراي ها تواليگر ا. شود مي
 Lacي اتورهاپرا تر بيشرد شوند، ا و)تر بيش اي كپي در هر كروموزوم 40 اب( ColE1نوع

 به طور اين پروموترهاهند شد و در نتيجه ال نخواشغا مهاركنندهي ها مولكولتوسط 
ذب هم اتور كاپراكه  (Lacتور اپراهمچنين دو نوع ديگر . شوند مي برداري نسخهئمي اد
 3 ′ انتهاي درLacدست پروموتر لاادر بها   آنزارند كه يكي اوجود د) شوند ميميده ان

 LacZلي كدكننده ژن اخل تواين پروموتر و دا زادست  پايينديگري در  و LacIژن 
مل ار كا، مهها  آنصله صحيحاتور و فاپرا در صورت وجود هر سه اتنه. ردار داقر

  Lacر پروموترابليت مهايش قافزا برايدي اي زيها تلاش. ]89 [ستا ميسر Lacپروموتر
  بود كه LacIqزي جهش اسانخستين قدم، جد. ستاصورت گرفته  آن تاو مشتق

. ]29 [فتاي يش ميافزابر ا بر10 ا تLacIده و توليد ا رخ دLacIن ژجهش در پروموتر 
ين ا. ستاتهيه شده  80Φژات فاز مشتقايكي ز ا و هم F سميد يك پلازاين ژن هم ا

 اشريشياكليز ا اي ويژه هاي سويه به ا رLacن مبتني بر پروموتراقلين بيا نكاربردروش، 
بسته ارند و كمتر وا خود دا با رLacIq حتي ا يLacI ژن ،قلين ديگران. كند ميدود مح
كننده  القاي ا، بلاا بمهاركننده محتوي ا بها سويهين ا. ]2 [ هستندميزباني ها ژنبه 

كه  (IPTG كاربرد ا بتوان مي، ولي هنوز شوند مي نالقايمل ا كبه طوركتوز ضعيف لا
به  كننده القايين از سوي ديگر ا. فتامل دست يا كيالقا  به)ستابل هيدروليز اغيرق
يك . شود ميد ناي پيشنهدرماني ها پروتئيني توليد ا بر، و سميتلاا قيمت بدليل

 اين سيستم با كه ستارت اس به حرا حسLac مهاركنندهكاربرد ، گزين جاير اهكار
 ژن كاربرد. شود مي القاي C ˚42  به C ˚30زارت رشد ايش درجه حرافزاتغيير در 

LacI ts ژن حالي كهرد، در ان وجود داز بيايي لاايه باقل، هنوز سطح پا ندر LacI qts 
ي رشد، ايش در دمافزا، به علاوه. ]54 و 3 [دهد هش ميابر كا بر5 ا رپروتئينتوليد 

. هد شدارتي خواي شوك حرها پروتئينن ا بييالقاو  1دياينكلوژن باعث تشكيل اب
حيه پروموتري، اتور در ناپرا مكان تغيير ا بتوان ميست كه ا شده  مشخصانجامسر

 و -35دست لااحيه باز نا Lacتور اپرا مكانتغيير . ]71 [دا تغيير دايه ران پاسطح بي
  .بدايش يافزا ار شديداحيه موجب شد مهاين دو ناصل ا به حد ف-10 دست پايين

                                                 
1 - Inclusion body 
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 هستند، نيز آمدرار كاه بسيكن ديگر اي بيها سيستم در Lacسيستم تنظيمي 
 هستند كه توسط T7تاخيرير قوي ا پروموتر بسيداراي pETقلين ان. شود ميده استفا

RNAلا فعرا بسيزا پليمرT7  شود  ميبرداري نسخه .  
RNAسازي  آلوده ابهم  ) و كمكيزمان هم(   1نساتر موردنياز به صورتز ا پليمر

 ا بهمو )  نيستپذير امكان لااس بامقي  دري تخميراكه بر روشي   (T7ژا توسط فها باكتري
ر ا قرLacUV5ز تحت كنترل پروموتر اپليمر RNA ژن آن كه در (λDE3ژ ا پيش فكاربرد

ر كم استه ژن در سطح بسياخوان ناصلي، بياين سيستم، مشكل ادر . شود ميهم افر) رداد
فزودن ا ا باين و اقل بيا به نLacIرد كردن ژن ا وبه وسيله حدي اين مشكل تا. ستا
 T7 ليزوزيمكدكنندهسميد  پلاكاربرد ا با يT7لي پروموتريا تودست پايين در Lacتوراپرا
سيستم تنظيم منفي . ]117 [شود برطرف مي) كند  تجزيه ميا رT7ز ا پليمرRNAكه (

حي ا طرامبدژ لااز فا PLر قوي چپا پروموتر بسيبر پايه ،شود ده مياستفا البا غ كهديگري
 تنظيم امبدژ لاا فcI مهاركنندهر دقيقي توسط ا بسيبه طورين پروموتر ا .ستاشده 

ركننده ا مهبه وسيله تنهاست كه  ايناين پروموتر ا كاربردي اه ز محدوديتايكي . شود مي
 1987ل ادستي در س پايينمدل ديگر تنظيم . ]95 [ستا القايبل ا   ق λcI 857رتياحر

بل معكوس ا قtacين روش، يك پروموترادر . ستا توصيف شده 2لسكياتوسط حسن و زيب
ر از ژن هدف قرا معكوس برايدر طي رشد سلولي، پروموتر . گيرد ر مياده قراستفامورد 

 λز اينتگرا  آنزيم عملبه واسطهن ژن، پروموتر ام بيادر هنگ. كند ميست و عمل ناگرفته 
  آنزيمكه (int  ژن.ردگي مير از ژن هدف قرا معكوس براي attP و attBيها جايگاهدر 

پذير  القايرت اس به حرا حسامبدژ لاالت، روي يك فاين حانيز در ) كند مي كد از راينتگرا
ست و امعكوس شدن سريع . شود مي القايرتي خفيف ا شوك حراب آن نارد و بيار داقر
  .ستا درصد 95 آن زدهاب

، پروموتر گيرد مير اده قراستفا مورد البا تنظيم منفي كه غاپروموتر قوي ديگر ب
د، ان زيادر حضور تريپتوف. ستا E.coliكتريان باپرون تريپتوفاز ان مشتق اتريپتوف

ز ا. گيرد  صورت ميالقاين اهش تريپتوفا كا و بشود ميتور متصل اپرا به مهاركننده
 ، محدوديت درالقاييط عدم استه پروموتر در شراخوان كم و ناين سيستم بيايب امع

                                                 
1 - Trans 
2- Szybalski 



 31   اشريشياكلي: دومفصل 

كه به توليد است يطي ان در شرا كشت و محدوديت به تريپتوفهاي انتخاب محيط
 لااس باي تخمير در مقيفرايندهايطي ادر چنين شر. شداز با نيلااس با در مقيپروتئين
كريليك ا يندولاا بتكننده القايفزودن ا ار باين كا به جاي توان ميست كه امشكل 

  ]. 12 [ستابر  ن و هزينهاركيب فوق گر وجود تينا ا كرد، ولي بالقاي اسيد، پروموتر را
 مشكلي مسالهي كنترل منفي اپروموترهدر  1يدست پاييني اه  كلي، تنظيمبه طور

 در مورد به ويژه القاي. رداز داتور نياپران رپرسور و ا بين ميزيدلاست و به تعا
ن سطح  رفتلاار منجر به بايداي پاه هكنند القايقلين چند كپي و اي قوي و ناپروموتره
mRNA منجر پروتئين  به سنتز سريع طور همين و استست سا كه ممكن شود مي

 .دهند دي مياينكلوژن باغلب تشكيل ا كه دشو مي

   كنترل مثبت - 2- 4- 2
  آرابينوز – Lرونپا-2-4-2-1

ي تنظيم مثبت ها سيستمر كم، ويژگي اي بسيا يهاليت پا ولي مطمئن و فعآهستهسخ اپ
 – L. ستا آرابينوز – L  ، سيستماشريشياكليتم كنترل مثبت در  سيسترين متداول. ستا

 دو به وسيلهده اين ما. به كار رود E.coli ي كربن در انحصار منبعتواند به عنوان مي آرابينوز
ت تبديل ا فسف-5  و به گزيلوزشود مي جذب araFGH و araE  مختلف انتقالسيستم

به ين سه ژن ا. شوند مي كد araD و araB، araAزم توسط سه ژن  لاهاي  آنزيمد كهشو يم
يي اپرون مجزا نيز در araE و araFGHي ها ژن و araBADحد اپرون وا يك صورت
 تنظيم araCدهند كه توسط  حد تنظيمي تشكيل ميا، يك وها ژنين ا. اند  شده دهي سازمان

ژن . ]107[ست ار گرفته ا قرaraBADپرون ا الف با مخبرايدست و لاا در بaraCژن . شود مي
araC دهانوا  به خAraC / xylsن مثبت هستند اكنندگ ترين نوع تنظيم رد كه عموميا  تعلق د

 araI هاي نامه تور باپراسه . ستار پيچيده ا بسيaraBAD و araCحيه غيرژني بين ان. ]47[
 و زا پليمرRNAي ا  برpBAD و Pcم ا به ناهل پروموتراتصاه ايگا و دو جaraO2 و araO1و

. ردابوليتي بستگي داتال شدن كا به فعآرابينوز-L كاربرد. ردا وجود دcAMP- CAPمجموعه
ه ب(زي ا جفت ب17لي مستقيم امل دو توا غيرمعمول هستند و شAraCل اتصاي ها جايگاه

- Lغياب در AraCيمراطبق مدل كنوني، همود. هستند ) DNA هالي معكوس و كوتاي تواج
                                                 
1- Down- regulation  
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 دو DNA و در نتيجه يك لوپ شود مي متصل araO2  وaraI هايگاز جا به نيمي آرابينوز
 برداري نسخهسيون لوپ، اين كنفورما در. دشو ميزي تشكيل ا جفت ب210ي ا رشته

ل اشغا araIه دومايگاز جاچون نيمي (ست ا غيرفعال pBADر شده و پروموتر ا مهPcپروموتر
يي انا توAraC. كند ميز ا با لوپ ر،cAMP- CAPام با توAraC بهآرابينوزل اتصا). ستانشده 
 تر نزديكه ايگا و در عوض به جدهد ميز دست اه دورتر ايگال به جاتصاي ا براخود ر

ين، اوه بر علا. كند ميل ا فعا رpBADز ا برداري نسخهمتصل شده و ) araIورامج نيمه(
 10در مدت ( AraCفيا سنتز كاين كه ا تيابد مييش افزابر ا بر10 ا تPc زا برداري نسخه
ن، اقلين بيادر ن. كند مير ا مها رتر بيش برداري نسخه، araO1به آن لاتصاو در نتيجه ) دقيقه
ر اده قراستفا تيفي موريوم مورد لمونلاا ساكلي و ياشريشيا ara pBAD طبيعي پروموتربه طور

ود كپي ست كه در صورت وجاضح او. كنند مي نيز حمل ا رaraC  ژن،قلينا نتر بيش. گيرد مي
 چند ا بيياسميدهز پلاااز اين رو هد بود و ا محدود خوaraCرايي، مقداكروموزومي به تنه

  .  توري متعدد هستنداپراصر اي عناراشود كه د ده مياستفاكپي 
ن به اين ميزاست كه ا برابر 1300 ا ت250ر، اي مها برالقاين اقلين ميزاين نادر 

 در حضور گلوكز ويژهبه ن اي بيا يهاسطح پرد و ا بستگي ددهاستفا مورد محيط كشت
تر   ضعيفtacز پروموترابر ا بر5/4 ا ت5/2ين پروموتر حدود ا. ]50[  ستا پايينر ابسي

 درصد كل 30 ا تار توليد محصول را مقدتوان مييي ترجمه ارا ولي بسته به ك،ستا
ز ا در غلظت كمتر وزآرابينير ا ذخكاربرد ا با رالقاي توان مي. دايش دافزا سلولي پروتئين

ز ا، تركيبي آرابينوز پاييندير خيلي ادر حضور مقتنها  .كرديط بهينه، تعديل اشر
  .]113[ردا نشده وجود دالقاي شده و القايي ها سلولجمعيت 

  منوز ا ر– Lپرونا -2-4-2-2
 L .ستاز تنظيم مثبت ال ديگري اي مثلكاشريشيامنوز در ار-  Lبوليسماتاك

ز و طي لومنوار- L  بهrhaB  و توسطشود مي جذب rhaT محصول ژن ز طريقامنوز ار–
يت توسط اد كه در نهشو ه ميلت، فسفريافسف-5زلومنوا به رrhaA مرحله بعد توسط

 اپرون را تشكيل يك rhaBADيها ژن. شود ميهيدروليز  ) rhaD (آلدولازيك 
دست لاادر ب. ستار گرفته ا پروموتر خودش قرابها   آن در نزديكrhaT وليدهند مي
. اند گرفتهر الف قرا مخبراي هستند كه rhaS و  rhaRهاي نام، دو ژن به rhaBADژن
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رند ا تعلق دAraC/XylSن ال كنندگاده فعانوا نيز به خrhaS و rhaRت ژني محصولا
حيه غير امنوز به نا در حضور رRhaS و RhaR  ت هر دو ژنمحصولا ). 3-2شكل (

  .شوند ميمتصل  rhaS و rhaRكدكننده بين
RhaR ي ها ژنز ا برداري نسخهrhaR و rhaSو كند ميل ا فعا ر RhaSل به اتصا ا ب

به . كند ميل ا فعا رrhaBADني اختماي سها ژنز ا برداري نسخه، rhaBADپروموتر
ل شدن افع (cAMP- CAPكمپلكس كه شود ميمي مصرف امنوز هنگا ر– L، علاوه

  . ]124 و10 [ متصل شودrhaS دست پروموترلاابه ب) بوليتياتاك
يه اسطح پ. ستا تر مطمئن و تر دقيق araBAD نسبت بهrhaBADتنظيم پروموتر 

ست، در ا تر پايينبر ا برLacZ ( 10ا نسخه فيوژن بكاربرد اتعيين شده ب (برداري نسخه
  ]. 51 [ستان ا يكسrhaBAD وaraBADنا شده بيالقاي سطح حالي كه
 ام با توrhaBADمل پروموتراكه شاند   شدهخته ا و سحيان مختلفي طراي بيها مدل

ي  آنزيمه برشايگال ريبوزوم، چندين جاتصاه ايگا، يك جcAMP- CAPل اتصاه ايگاج
ين ا). 4-2شكل  (هستند برداري نسخه دهنده تمهادن ژن مورد نظر و يك خار داي قرابر

ين ژن مختلف مورد ن چنداي بياو براند   شدهق الحاي مختلفي اهسميد در پلاها مدل
  .                  اند گرفتهر اده قراستفا

ن ا به ميزاه را دلخوپروتئين توان ميين سيستم تنظيمي ا كاربرد ا كلي ببه طور
 rhaRSي تنظيمي ها ژن، araف سيستم بر خلا. م سلولي توليد كردا تپروتئين% 30
ي توليد امي ژن بركروموزونسخه  تنهارسد  نظر ميه  ب؛پوشي هستند بل چشماق

ي چند اسميده، حتي در پلاها  آنلاتصاي ها جايگاهع اشبا برايي تنظيمي ها پروتئين
 محصول بازده  به بيشينهيابي دستي ا برسباي منالقا هاي زمان. شدافي با، ك1كپي

  .ستاوت اعت متفا س10 ا ت4ي بين پروتئين
يل به تشكيل ا تمكهمفيد است يي ها پروتئيني ا، برآهسته راسخ بسياين پا

ست ازم كه لامفيد است ي  آنزيميها پروتئيني ا برطور همينرند و ادي داينكلوژن با
  .سمي منتقل شوندي پري پلاابه فض

                                                 
1- Multicopy 
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ز ا برداري نسخه . آني درگيرها ژن و اه منوز، چرخها ر– Lبولبيسميا مسير مت)3-2شكل 
 به تر بيش جزيياتي ابر( شود مي كنترل RhaS كننده فعال به وسيله rhaBADيها ژن

  ).جعه كنيدامتن مر

  
ل اتصاه ايگا جام با توrhaBADي پروموتراراقلين داي نان براي بيها مدل )4-2شكل 

cAMP- CAP) rhaP( ل ريبوزوم اتصاه ايگا، يك ج)RBS( ي  آنزيمه برشايگا، چندين ج
 RhaR و RhaS ياه ژن  ).ter (برداري نسخهتمه احيه خادن ژن هدف و يك نار داي قرابر

  .ستا شده ا مهيميزباني سلول انس برابه شكل تر 
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