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از Streptavidin نسبي تخليص و توليد
كروماتوگرافي توسط باكتري كشت محيط

– سلولز DEAEبوسيله يوني تعويض
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تربيت مدرس دانشگاه دانشكدة علوم پايه ، گروه بيوشيمي
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چكيده
ميباشد.هر يكسان واحد زير چهار از مركب و شده Streptomyces avidini ترشح كه توسـط اسـت پروتئيني Streptavidin(SA)
در باكتري حاضرشـرايط كشـت پژوهش در شـوند. بيوتين متصل ملكول يك ميتوانند به زيادي تمايل با واحدها زير اين از كدام
بررسي مورد آن توسـط شـده ترشـح پروتئين مقدار نيز و ، آسـپاراژين) + LB و LB) نامعين و ( A) و (B) معين كشـت محيطهاي
به سلولز – DEAE ستون از استفاده با سپس و شـد تغليظ آمونيم سـولفات با كشـت باكتري محيط در SA موجود ابتدا گرفت. قرار
نشان آمده بدست نتايج انجام شد. ايمونوبلاتينگ و SDS-PAGE توسـط پروتئين خلوص بررسي درجة گرديد. خالص طورنسـبي
اين در شده خالص SA ميزان سـانتيگراد مي باشد و ۳۲ درجه و دماي روز ۱۰ مدت به LB محيط در كشـت شـرايط بهترين داد كه

داد. قرار استفاده مستقيماً مورد توان مي خالص شده را SA و بود ليتر در گرم ميلي ۱۳ حدود روش

سلولز - DEAE،تخليص ، Streptomyces avidini استرپت آويدين، : كليدي كلمات

Pajouhesh & Sazandegi No:62 pp: 21-26

Production and partial purification of Streptavidin(SA) from bacterial supernatant by DEAE-cellulose 
ionexchange chromatography
By: R. Jameei,M. Mirshahi and H. Naderimanesh Department of Biochemistry, Faculty of Basic Science, University 
of Tarbiat Modarres.
   Streptavidin (SA) is a protein  secreted by Streptomyces avidini. It has four subunits and each subunit has high affinity 
for biotin. In the present research ,we have analysed the effect of the defined (A&B) and undefined (LB&LB+Asn) 
culture media on the growth of S.avidini and the amount of protein secreted.SA in bacterial supernatant was concentrated 
with ammonium sulfate and then partially purified using a DEAE-cellulose column. The purity of SA was evaluated by 
SDS-PAGE and immunoblotting. Our results showed that the best culture conditions was  in LB medium at  for 
ten days where the yield of SA was about 13mg/l and the purified SA could be used directly .
Keywords:Streptavidin,Streptomyces avidini,Purification,DEAE-cellulose           P
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۱۳۸۳ ۶۲، بهار شماره

سازندگي و پژوهش ۲۲

... نسبي تخليص و توليد

روشها و مواد
مواد

ــارة  عص و ــون تريپت ــد، ش ــه تهيـ  ۱۰ATCc از۲۷۴۱۹ S.avidini
بامنشأ بيوتينه IgG ،ــلولز س DEAE بود،۱۱ DIFCO شركت مخمرساخت
ماركر و پراكسيداز با كنژوگه شده منشأ خـرگوشي با IgM + IgG ،موشي
مورد ــواد م ــه بقي و SIGMA از ــون) ۶۰۰۰۰ دالت ــي ملكول وزن ــا SA (ب

ايمونوبلوتينگ۱۲ و ،الكتروفورز ــت،تخليص كش محيطهاي درتهية استفاده
. ازMERCK تهيه شدند

باكتري كشت
گرديد : تهيه زير صورت نادر(۵)به وعناصر نمكها مخلوط ابتدا  

ــد آبدار۴۰ميكروگرم،يدي ــس  م ــولفات س ــيدبوريك۵۰۰گرم، اس
منگنز ــولفات آبدار۲۰۰ميكروگرم،س ــن آه ــيم۱۰۰ميكروگرم،كلريد پتاس
روي ــولفـات ــديم آبدار۲۰۰ميكروگرم،س س آبدار۴۰۰ ميكروگرم،موليبدات
گرم، ۱(KH۲PO۴) هيدروژن پتاسيـم ــفـات دي فس آبدار۴۰۰ميكروگرم،
آبدار۱/ گرم،وكلريدكلسيم ۰/۱ سديم ،كلريد ۵/ ۰گرم آبدار منيزيم سولفات
هاي ــدند.محيط ش به خوبي مخلوط در هاون چيني ــواد م اين  ۰گرم.همه

شدند: زيرتهيه صورت به كشت
عناصرنادر ۱/۷ و نمكها مخلوط : A مصنوعي مايع ــت كش محيط الف)
ــيم پتاس ــفات هيدروژن و فس ، گلوكز ۱۰ گرم ۷ گرم ــپاراژين L-آس ، گرم
ــانده ليتر رس يك تقطير به با آب دوبار مواد حجم اين گرم. ۱ ( KHPO۴)

بود. اتوكلاو ۶/۵ بعداز حاصل محلول pH شد.
مايع كشت درمحيط موادموجود :Bمصنوعي مايع ــت ب) محيط كش
سولفات منيزيم ، گرم ۱ پتاسيم هيدروژن دي فسفات اضافة: مصنوعيA به
حجم . گرم آبدار ۰/۱ كلريد كلسيم و گرم سديم ۱/ ۰ كلريد ، گرم آبدار ۰/۵
محيط كشت شد. pH اين رسانده ليتر يك به تقطير با آب دوبار مواد مزبور

اتوكلاو ۶/۱ بود. بعداز
گرم و ۵ مخمر عصارة ، ــرم گ ۱۰ تريپتون : ۱۳LB ــت كش محيط ج)
محلول pH و شد ــانده رس ليتر يك به مخلوط حجم گرم. ۵ ــديم س كلريد

بود. ۷/۱ اتوكلاو حاصل بعداز
موجود به مواد آسپاراژين -L ۷ گرم ــت LB+آسپاراژين: كش د) محيط
ليتر رسانده يك به كشت حجم محيط گرديد و اضافه LB محيط كشت در
كشت محيـط هـاي بود.اتوكلاو از اتوكلاو۷/۳ بعد كشت محيط اين pH.شد

شد(۱۸،۸،۵). انجام lb فشـار۱۵ در و ۱۵دقيقه مدت به
همين سويه  استفاده شــدكه S.avidini ازسوية ۲۷۴۱۹ ــت كش براي
هاي محيط ــت. اس ــده ش ــتفاده اس نيز وهمكاران(۵) Cazin ــيلة بوس قبلاً
ايـشان وسيلة S.avidini بــه ــت كش براي قبلاً B A و مصــنوعي ــت كش
آسپاراژين + LB و LB مغذي كــشت هاي محيط اند ، ولي شده استفاده
گرديدند.براي ــتفاده اس تحقيق اين در مزبور باكتري ــت كش براي بار اولين
۰/۴ ، كشت درمحيطهاي تلقيح منظور به ــت ــت پيش كش كش تهية محيط
در۱۰ميلي شعله كنار در شده خريداري باكتري ــيون ليترازسوسپانس ميلي
و ۳۲ انكوباتور(دما داخل لوله شد. تلقيح استريل LBــت كش ليتر محيط
،رشد ساعت از ۲۴ . بعد ــد دقيقه) قرار داده ش در دور ۱۵۰ همزن ــرعت س
ارلن هر به زياد حجم در باكتري كشت گرديد(۱۵).براي ــاهده مش باكتري
از پس ــد. ش اضافه مذكور ــت كش از محيطهاي ميليليتر ۴۰۰ ليتري، يك
كشت حاوي محيط ليتراز ۱۷ميلي ارلن هر به ــعله ش دركنار اتوكلاو انجام
۱۵۰ همزن سرعت و ۳۲ انكوباتور(دما داخل گرديد.ارلنها اضافه باكتري
روز (۵) همكاران و Cazin ــزارش توجه به گ قرارگرفتند.با ــه) دقيق در دور
انكوباتورخارج ارلنها از ــد لگاريتمي اين باكتري است ، رش حداكثر كه دهم
به ــري ازآلودگي وجلوگي ــد باكتري رش براي توقف ارلن هر به ــد و گرديدن
ارلنها بوسيلة محتويات ــپس س شد. ــديم اضافه س )آزيد (۴گرم غلظت ٪۱
گرديد ــاف خلاء ص پمپ ــك كم به ميكرون ــي ۴۵/ ۰ صاف با بوخنر ــف قي

مقدمه
ــال۱۹۶۳  SA۱ ازس پروتئين مختلف هاي جنبه در مورد  مطالعه
همكاران(۱۷)با و Stapley به وسيلة مطالعات اولين ــت. اس ــده آغاز ش
ــت۲ ــت آبگوش كش محيط Streptomyces در avidini باكتري ــت كش
به شده توليد محصول كه دريافتند هايشان بررسي در آنها ــد. انجام ش
MSD۳-توأمان بيوتيـك آنتـي تركيب از قسمتي ، باكتري اين وسيلة
توان با ــي طبيع ــت كش محيـط در هم تواند مي ــه ــد ك باش مي ۲۳۵
پايين ــوان تغذيهاي ت با مصنوعي ــت كش محيط در هم و بالا تغذيهاي

توليد شود.
بيوتيك  آنتي كه دريافتند مطالعاتشان در (۶) همكاران و Chaiet  
مولكولي كمتر وزن با جزء كوچك ــت: اس توأمان جزء دو داراي مذكور
فعال نظر شيميايي از استفاده شده محيط كشت در دالتون كه ۴۰۰ از
منفي است گرم باكتريهاي وسيلة به بيوتين ــنتز س مهار و قادر به بوده
ملكولي حدود وزن ــا ب بزرگي پروتئين بيوتيك ــن آنتي اي ديگر ــزء ج ،
تخم سفيدة آويدين مانند اخير جزء چون و ــد باش دالتون مي ۶۰۰۰۰
، آن را ــود ش متصل مي ــلولي س خارج بيوتين به ــديد مرغ با تمايل ش

ناميدند. SA
هر زير  بوده كه ــان واحد يكس آويدين داراي چهارزير مانند SA
واحدآنداراييكمكاناتصالبرايبيوتينميباشد.ميلتركيبيبالايآن
كاربردهاي به بيوتين – SA تركيب پايداري )و ۱۰ بابيوتين(
. ــت اس ــده منجر ش مختلف زمينه هاي در ــتم سيس اين زياد ــيار بس
(دركروماتوگرافي ــازي جداس براي اصلي ــزار اب عنوان به ــتم سيس اين
فنآوري و ــي۶ تركيب ميل ــيمي ــي۴)، جايابي۵(درسيتوش تركيب ميل
و بافتي شناسي ــيب آس ، ايمني ــهاي بلوتينگ۷)وتشخيص(درسنجش
به باتوجه .(۱۹ ، ۱۱،۹) است قرارگرفته ــتفاده ژن۸) مورد اس پروبهاي
آن وكونژوگه۹هاي اين پروتئين ــتردة گس واستفادة مذكور كاربردهاي
عنايت با و دنيا ــي تحقيقات مراكز و طبي ــخيص تش ــگاههاي درآزمايش
لزوم مراكزتحقيقاتي داخل، ــي و درمجامع علم آن بودن ــناخته ناش به
ابتدا حاضر تحقيق در .لذا ــاس مي شد درمورد آن احس تحقيقي انجام
S.avidini درآنها،بهترين مختلف وكشت ــت كش محيط چهار با انتخاب
باند مقايسه ضخامت ــترSA با بيش مقادير توليد نظر از ــت محيط كش
سپس و شد مشخص كيفي صورت الكتروفورز به ــط پروتئين توس هاي
ترشح SA ، كشت اين محيط در انبوه صورت مزبور به باكتري كشت با
اميد گرديد.به نسبي خالص طور به يوني كروماتوگرافي تعويض با شده
روي بر گستردهتر تحقيقات براي انجام گشائي راه حاضر تحقيق اينكه

. باشد پروتئين اين
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و سازندگي ۲۳پژوهش

ــولفات آمونيوم٪۸۰ جداگانه باس به صورت ــده صاف ش ــت كش وهرمحيط
در هاي كشت از محيط ــاوي مس ۱۸):حجم ــد(۵، ش مراحل زيرتغليظ طي
محلول ليتراز روي ۵۰ميلي بر ــد. ش ــانتريفوژ س ۲۰دقيقه مدت به ۱۵۰۰g
به زدن ملايم، ــم به ضمن ، ــت كش هرمحيط ــانتريفوژ س از حاصل ــي روي
با توجه تا ــد ش غلظت ۵۶۰گرم درليتر)اضافه (به آمونيوم ــولفات س تدريج
زدن درطول و بهم ــود ش ــدگي حاصل ش ــباع اش A، ٪۸۰ وزن مولكولي به
تشكيل ــوب رس جداكردن براي ادامه يافت . ــانتيگراد س درجه ۴ در ــب ش
در و سانتيگراد درجه دماي۴ در ۲۰دقيقه مدت به ــانتريفوژ س عمل شده ،
دور ريخته رويي لوله ها مايع سانتريفوژ اتمام از شد. بعد انجام   ۱۰۰۰۰g
حاصل محلولهاي گرديد مقطرحل ليترآب در۴ميلي هرلوله ــوب رس ــد و ش
دوبارتقطير آب ليتر در يك سانتيگراد دماي۱۰ درجه در ساعت ۲۴ بمدت
مدت به ــده دياليزش گرديدند.محلولهاي مقطر)دياليز بارآب ــه (باتعويض س
شدند. سانتريفوژ ۴۰۰۰۰g در و ــانتيگراد س درجه ۴ دماي در ــاعت س يك
ژل درآزمايش الكتروفورز ها كه حاوي SA بود لوله محلول رويي نهايت در

. قرارگرفت استفاده مورد آميد آكريل پلي
بيشتري SA محيط كشت دركدام كه ــئله مس اين ــخص كردن براي مش
ليز نمونة و SAماركر ، شده تغليظ كشت محيط چـهار روي ، است شده توليد
فسفــات نمكي(داراي ليتربافرفسفات هموژنيزردر۵/ ۱ميلي توسط باكتري شدة
ــش آزماي (۸)(۰/۱۵) Mــــديم س كلــريد و pH = ۷/۲ ۲۰ با mM ــديم س
انــجام Laemmli روش به ٪۵ ــي بالائ ژل ۱۰٪و زيرين ژل با ــورز الكتـــروف
بافـرنمــونهداراي  ۸/۸ميــليليتــرمخلـوطA و۱/۲ميليليتــــر۲- شد(۱۴).
۱/۵Mشامل:۷ميلي ليترتريس-اسيــدكلريدريكAمركاپتواتانلبود(مــخلوط
برموفنل ،۰/۰۰۲گرم SDS گرم ۲ /۶، ــرول ۱۶/۸ميلي ليتر گليس ،pH=۶ / با۸
SA ماركـــر و ۱:۱ ــبت نس به نمــونه هر مقطربود). ليترآب و۳ ميلي ــي آب

پلاستيكي دردار۱۵رقيـق، درلولههاي بافرنمونه با ۵:۱ ــبـت نس به (۵mg/ml)
ــدند. ش داده قرار ــانتيگراد درجهس آبي۱۰۰ درحمام دقيقه مدت۲ به و لولهها
تزريق داخل چاهكها ميكروليتر ۲۰ SA ــر وازمارك ميكروليتر نمونه۲۰ ــر ه از
نهايت در كشيد. طول ساعت ۳ حدود ولتاژ۲۰۰ولت با الكتروفورز عمل ــد. ش
حاوي اسيداستيك ۵/ ٪۴۵ كننده تثبيت در محلول ــاعت دو س ترتيب: ژل به
،٪۰/ ۰۲۵ ــي كماس آبي داراي آميزي رنگ درمحلول ــاعت متانل۹/۲٪،دوس و
شد.بعــدجهتشفافشدنزمينة قرارداده اسيداستيك٪۱۰ و ايزوپروپانل٪۲۵
متانل اسيداستيك ۱۰٪و رنگبـرحاوي درمحلـول ژل باندها نمايان شدن و ژل
ايمونوبلوتينگ اختصاصي وجودSA،آزمايش اثبات براي ــد. ش ــته گذاش ٪۱۰
كه طريقي الكتروفورز به ــش منظور ابتدا آزماي اين براي .(۱۴ ،۹) ــد ش ــام انج
انتهاي سانتيمتري نيم حدود به رنگ نشانه رسيدن از گرديد.بعد انجام ذكرشد،
آمپربه اعمال شدت جريان ۱۰۰ميلي با ژل پروتئينهاي تفكيك شدة روي ژل،
به زير مراحل شد و جدا ژل از غشاءنيتروسلولز شدند. نيتروسلولز منتقل غشاء
آلبومين٪۱ حاوي پتري ديش داخل سلولز نيترو گرديد: ۱-كاغـذ انجام ترتيب
سه نيتـروسـلولز ۲-كاغـذ گرفت. قرار همزن روي ساعت يك مدت به (w/ v)
PBS (داراي -TWEEN۲۰ محلول ٪۰/۰۵ با به مـدت۱۰دقيقه و هربار بــار
داده شستشو (۰ /۱۵  M)وكلريدسديم pH=۷/۲ با ۲۰mM سديم بافرفسفات
منشأ موشي با IgG بيوتينه حاوي ديش پتري لولز داخل شد.۳- كاغذنيتروس
روي ساعت يك مدت به ديش پتري و شد قرارداده ۰/۰۰۲ mg/ml غلظت با
پتري داخل نيتروسلولز تكرارگرديد.۵-غشاء ۲ مرحله -۴ شد. ــته گذاش همزن
پراكسيداز(آنتي با شده كونژوگه ــي ــا خرگوش با منش IgG+IgM حاوي ديش

مدت يك به ديش پتري و قرارداده شد ۰/۰۰۱ mg/ml غلظت با IgG موشي)
و شد شسته PBS ۱۶ كاغذنيتروسلـولـز با -۶ گذاشته شد. همزن روي ساعت
۲۵PBS ميلي ليتر،آب آميــزي رنگ محلـول حاوي داخل پتري ديش سپس
۱۵دقيقــه مدت به گرم) ۴ميلي آمينوبنزيدين ودي ۱۰ميكروليتــر اكسيژنه
مقطر آب با نيتروسلولز كاغذ درنهايت - ــد.۷ ش ــته گذاش ۳۷ داخل حمام آبي
پروتئين باندهاي فقط و ــده ش ازكاغد حذف رنگ اضافي تا ذرات شد ــته شس

. بماند باقي
SA نسبي تخليص

ــت  ۱۰ ليتركش ميزان به LB در محيط باكتري ،  بـــراي تخــليص
با و يــونــي تعويض كروماتوگرافي ــيلة ــبي بوس نس ــد . تــخليص ش داده
يون كنندة ــض تعويــ ،كــه يك ــلــولز س – DEAE ازرزين ــتفــاده اس
ازاسيدكلريدريك استفاده با رزين سازي فعال شد. انــجام ، ــت اس منفــي
سانتيمتر ابعاد ۵۵×۲ به ستوني و گرفت صورت ــود ۰/۵نرمال وس  ۰/۵نرمال
كلريدريك اسيد اوليه تريس- بافر شامل استفاده بافرهاي مورد گرديد. آماده
ميلي ۷۰. بود ۷ نرمال سديم در كلريد اوليه بافر با  pH=۷ /۳ و نرمال ۰/۰۵ 
از اين حجم ، داده شد عبور ستون از SA حاوي LB ــت كش محيط از ليتر
آمونيم سولفات با LB كشت محيط ليتر يك تغليظ حاصل ــت كش محيط
صاف خلاء پمپ به كمك ــرون صافي ۰/۴۵ ميك ــيلة قبلاً بوس كه بود ٪۸۰
اسيد – تريس بافر در مقابل سانتيگراد دماي۱۰ درجه در شب ويك گرديده
ميلي ۳ حدود شده ــمارهگذاري هر لولة ش در بود. ــده ش دياليز كلريدريك
نانومترقرائت در۲۸۰ ــه ،و جذب هرنمون جمع آوري ــتون س ليتر ازخروجي
پس درنمونه موجود SAــي تمام ــدن ازخارج ش اطمينان (۳).براي ــد گردي
ظرف بين عبوركرد،ارتباط ــتون ازس اوليه ليتر بافر ۱۵۰ميلي حدود ازاينكه
بتدريج تا ــد برقرارش بافر اوليه نرمال در ــديم ۷ كلريدس و محلول بافراوليه
دوباره مرحله اين اجراي لحظة از اولين كند. پيدا افزايش بافر يوني ــدرت ق
گرديد آوري جمع شده گذاري شماره آزمايش هاي درلوله ــتون س خروجي
. كروماتوگرام (۴ ،۲) گرديد ــت قرائ نانومتر هرلوله در۲۸۰ جذب ــاره دوب و
گرديد. ــم رس ــده ش خوانده جذبهاي مقابل در ــده ش جمع آوري نمونههاي
كدام در SA اينكه ــدن دو پيك بود. براي مشخص ش ــامل ش كروماتوگرام
بالائي وژل ٪۱۰ زيرين الكتروفورز(باژل آزمايش ، است ــده ش نمونهها خارج
همراه به داشتند بالايي جذبهاي كه هرپيك نمونههاي روي تعدادي از ( ٪۵
شده جمعآوري نمونه هاي در SA وجود اثبات براي و شد انجام SA ماركر

. گرديد انجام ايمونوبلوتينگ آزمايش

نتايج
شده نشان تغليظ كشت محيط چهار الكتروفورز از حاصل ــي ژل بررس
بيشتري توليد SA LB نسبت به سه محيط ديگر كشت محيط كه در داد
نگرديد(شكل۱). ــاهده مش باندي باكتري ليزشده درنمونه ولي ــت اس شده
را SA وجود باكتري حاوي ــت كش محيطهاي ايمونوبلوتينگ روي آزمايش

.(۲ (شكل نشد ديده باندي باكتري شدة ليز نمونة در ولي ، كرد تأئيد
را  پيك دو وجود يوني تعويض كروماتوگرافي از ــل حاص كروماتوگرام
خارج هاي از نمونه تعدادي الكتروفورز از حاصل ــكل۳) .ژل (ش داد ــان نش
SA اعظم وخالص قسمت كه كرد مشخص ،(۴ پيك(شكل هر دو ــده در ش
SA ميزان دوم ــك حاصل ازپي نمونه هاي و در ــده ش خارج اول ــك پي در
باتوجه درليتركه گرم ناخالصي(حدود۵۸ميلي با همراه و جزئي ــده ش خارج
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سازندگي و پژوهش ۲۴

است گرديد)بوده نظر صرف ازآن دوم درپيك SA بودن ناخالص و جزئي به
هر از ــده ش جمعآوري نمونههاي تـعدادي از روي آزمايش ايمونوبلوتينگ و
نمونهها تأئيد اين در بودن آن را و يا ناخالص خالص و SA وجود پيك ، دو

. (شكل۵) كرد
درپيك  شده آوري جمع لولة ۵۰ براي شده خوانده جذبهاي به توجه  با
A =Eclرابطة از ــتفاده اس ها،با نمونه ــن دراي SA خلوص به ــه وباتوج اول
و (l = ــل س ،ضخامت c = =E  ،غلظت جذب ضريب ،A ــا= ــذب نمونهه (ج
اين در ــده خالص ش SA E۱٪۰/۰۱)ميــزان =۳/۴ ) SAجذب ضـريب

بود. LB كشت درليترمحيط ميليگرم ۱۳ حدود روش
و نتيجه گيري بحث

محيط ،دو تحقيق دراين شده استفاده ــت كش از چهار محيط
كه اين باشند معين مي هاي محيـط جزو بوده و وB مصنوعي A
عناصر ــامل ش غيرآلي غذايي مواد از مخلوطي ــاوي ح محيط ها
تأمين جهت گلوكز و همچنين و كلسيم منيزيم ، ازت مثل اصلي
نادر عناصر مانند ديگري رشـد عملاًعوامل هستند. انرژي كربن و
ميسر شود. باكتري ــد رش تا ــود مي ش اضافه اين محيطها به هم
محيـط وجزو بوده مغذي LB+آسپاراژين ــتLBو كش دو محيط
دراين مواد دقيق خصوصيات و مقدار كه ــند مي باش نامعين هاي
در موجود مخمر و تريپتون ــت . عصارة نيس ــخص محيـطها مش
ازتركيبات شيميايي اي پيچيده اخيرمخلـوط هاي كشت محيط
و پپتيدهاي آمينه هاي تريپتون ،اسيد مي باشـند،كه ــخص نامش
نيمه مخمر ــلولهاي (س مخمر عصارة درحاليكه ، را تأمين كوچك
موادغذايي ــا و ــراه با قنده هم را نياز ازت ــك) خش ــدة ش هضم
ژل حاصل ــي ۱۶).بررس كند(۱، ــي فراهــم م ــي غيــرآل و ــي آل
ليز نمونه و مذكور ــت كش محيط چهار روي الكتروفورز ازآزمايش
محيط در شده SA توليد ميزان كه ـــــان داد باكتري نش ــده ش

رشد است.پس سه محيط كشت ديگر بيشتر بوده مقايسه با در LB ــت كش
بوده بهتر ديگر ــتهاي كش به محيط ــبت نس LB ــت كش محيط باكتري در
غلظت ۰/۷گرم ــپاراژين به آس ــپاراژين، آس + LB كشت محيط ــت. در اس
محدود عامل بعنوان مزبور ــدغلظت رس نظرمي به ،كه شد ــتفاده درصد اس
كشت دراين محيط SA توليد ميزان و است كرده عمل رشد باكتري كنندة
همين با ــپاراژين آس كه درصورتي كمتربود. LB ــت محيط كش ــبت به نس
و A كشت مصنوعي درمحيـط هاي (۵) همكاران و  Cazin غلظت بوسيله
ميزان و ودررشد باكتري شده ــتفاده اس ازت كنندة تأمين عنوان منبع به B

هاي روي محيط ازالكتروفورز ژل حاصل -۱ شكل

ازچپ ترتيب شده .به باكتري تغليظ حاوي كشت

۶۰۰۰۰دالتون)، ملكولي :ماركرSA(باوزن راست به

،LB(تكراري LB+Asn،LB كشت هاي محيـط

پروتئيني باند (فاقد باكتـري ليـزشده )،A،Bونمونه

بيشتراز LB درنمونه هاي SA باند است).ضخامت

كشت است هاي ساير محيط

شدة ليز : نمونة راست به چپ از ترتيب به آزمايش ايمونوبلوتينگ. – ۲ شكل

BوLB،LB+Asn،A هاي كشت و محيط SA ماركر ، باكتري

... نسبي تخليص و توليد
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و سازندگي ۲۵پژوهش

ــته مطلوبي داش SA تأثير توليد
و Chaiet ــت.نتايج مطالعات اس
دهدكه مي ــان نش همكاران(۷)
ــحة مترش ــن پروتئي ــك ي SA
مشاهده و ــت اس ــلولي خارج س
ــدة ــد درنمونة ليزش ــدن بان نش
حاضرمويد ــق درتحقي ــري باكت
تخليص .براي است ــئله مس اين
ــي كروماتوگراف از SA ــبي نس
-DEAE بارزين ــي يون تعويض
يك ،كه ــد ش ــتفاده اس ــلولز س
ــي غيراختصاص ــص تخلي روش
از حاصل ــرام كروماتوگ ــت. اس
پيك دو ــود وج ــش آزماي ــن اي
ــم ــمت اعظ قس . داد ــان نش را
ــرم درليتر)در گ ــي SA(۱۳ميل

گرم (۵۸ميلي ناخالصـي با همراه دوم و نيزدرپيك مقدارجزئي و اول ــك پي
درقدرتهاي كه ايـزوفرم بوده صورت به پروتئين شد.پس اين خارج درليتر)
و Hofmann گزارشات با ــئله و اين مس ــود ش مي بافرخارج يوني متفاوت
ميزان غيراختصاصي روش اين در طوركلي دارد.به مطابقت (۱۳) ــكاران هم
اين بودكه LBــت كش درليترمحيط گرم حدود۱۳ميلي ــده ش ــص خال SA
روش اختصاصي و همكاران كه با Hofmann در مقايسه با گزارشات ميزان
ميليگرم تا ۱۵ ۱۰ ــت كش محيط ليتر چهار از تركيبي ميل ــي كروماتوگراف

باشد. مي مقدار مطلوبي اند ، كرده خالص SA
SA هاي نمونه روي ــگ ايمونوبلوتين و ــهاي الكتروفورز آزمايش ــج نتاي
به صورت SA ماركر و نيز ــده خالص ش SA كه داد ــان ــده نش ش تخليص
و همكاران Bayer ــات مويدگزارش امر اين ــه ك ــوند مي ش ديده دو باندي
SA در ــح ترش پس از كه ــت اس ــده ش توجيه صورت و به اين ــت (۳) اس

سالم واحد زير : دهد مي رخ ملكولي واقعه دو ــت كش محيط
زير واحد ــه ب پروتئوليتيك ــم هض ــر اث در ــي دالتون ۱۸۰۰۰
اشكال صورت به طبيعي تترامر نيز تبديل،و دالتوني ۱۴۰۰۰

شود. اليگومري مجتمع مي
SAبا ــه درمقايس SAــر مارك ــاوت متف ــاهدةحركت مش
اين به ــده ش الكتروفورزانجام ــات درآزمايش ــده ش تخليص
تا ۶۶ ملكولي وزن ــا (ب طبيعي SA ًــولا معم كه ــت اس دليل
دو انتهاي در ــك پروتئوليتي هضم اثر ــون) در دالت ــو كيل ۷۵
كمتر(حدود۶۰ باوزن فرمي تواند به مي كربوكسيلي و آميني
باوزن SAــاي دربازارماركره ــودكه ش ــل دالتون)تبدي ــو كيل
ــترپت اس SAيا كر۱۷ عنوان تحت دالتون ــي۶۰۰۰۰ ملكول
شده بريده SA تمايل كه ــت آويدين بريده شده۱۸موجوداس
طرفي از ــت . اس طبيعي SAــتراز بيش بيوتين به براي اتصال
ــتها اكتينوميس از در تعداد ديگري S.avidini بر ــلاوه ع SA
فاصله ، تخليص روش لذا است. ــده ديده ش اووميستها نيز و
ــتفاده اس منبع نيز و تخليص و ــت كش ــت برداش بين زماني
ملكولي وزن كه بر ــتند هس عواملي ، ماركر توليد براي ــده ش

اين و ــند باش مي موثر ــر مارك
ــا ب ژل روي ــاوت ــت متف حرك
و Diamandis تحقيقات نتايج
دارد(۱۰) همخواني ــكاران هم
آزمايشاتي نتيجه  ۴و۵  .اشكال
عمل كشت بين درآنها بوده كه
تغليظ ــات  آزمايش و  ــري باكت
ــيدن ديررس علت به وتخليص
لازم فاصله ــواد م از ــدادي تع
SA ــكال اش اين در ــذا افتاد.ل
اشكال برخلاف ــده ش تخليص
ــر۶۰۰۰۰ مــارك ــا ب ۱و۲، 
ــطح س ــك دري SAــي دالتون
ازهضم ناشي كه اند قرارگرفته
ها ــه ــك SA نمون پروتئوليتي
ــوده ب ــي فاصلةزمان ــن درهمي
باپروتئيـن ــه SAدرمقايس پروتئيـن ــي كارآئ به باتوجه ــت.درخاتمــه اس
ژنتيكي مطالعـات ديگر، كشت ازمحيط هاي آويدين(۱)استفاده ــابهش مش
آن،و هاي وكونژوگه پروتئين اين كاربردهاي ــي ،بررس SA بيان ژن درمورد
ميل كروماتوگرافي همچون تخليص اختصاصي ــهــاي ازروش ــتفاده اس نيز
و بيشتر تر خالص شرايط توليد آوردن بدست تا با شود مي تركيبي توصيه
گامي مي تواند نمود كه توليد صنعتي درمقياس را ــوان آن بت پروتئين اين

. باشد كشور براي ارزآوري وحتي نيازي بي درجهت

سپاسگزاري
، دكتر  ــي زاده صادق مجيد ــر دكت حيدري ، ــا رض ــر دكت ــان از آقاي
همكاريهاي ــر خاط به غيبي ميرلطيف ــاي وآق زرندي ــم رنجبر،خان ــژن بي

ميشود. تشكر و قدرداني صميمانةشان

شده در۲۸۰ خوانده هاي جذبه عليه شده آوري جمع هاي نمونه تعداد – كروماتوگرام شكل۳

گرم درليتر ۱۳ميلي حدود اول شده درپيك خالص SA يوني . تعويض نانومتر دركروماتوگرافي

ديگر) همراه پروتئينهاي به دوم (SA جزئي درپيك خارج شده پروتئين وكل

بود  درليتر گرم ميلي ۵۸  حدود

آوري شده از جمع هاي نمونه تعدادي از الكتروفورز روي از حاصل – ژل شكل ۴

جمع هاي نمونه ، SA : ماركر راست به چپ از ترتيب . به يوني تعويض كروماتوگرافي

. ۱۱۵ ۱۱۳ و ، ۲۸ ، ۲۶ ، ۲۵ ، ۲۳ ، ۲۱ ، ۱۹ ، ۱۳ ، ۱۰ ، ۹ ، شدة شمارة ۷ آوري
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سازندگي و پژوهش ۲۶

ها پاورقي
1-Streptavidin 
2-Broth 
3-Synergistic
4-Affinity Chromatography 
5-Localization 
6-Affinity Cytochemistry 
7-Blotting Technology
8-Gene Probes 
9-Conjugated 
10-American Type Culture Collection 
11-Diethylaminoethyl                       
12-Immunoblotting 
13-Luria Bertani 
14-Sodium Dodecyl Sulfate 
15-Ependorf 
16-Phosphate Buffer Saline 
17-Core 
18-Truncated
                                                                                                              

مورد استفاده  منابع   
كارشناسي نامة S.avidini .پايان ازباكتري SA رشيد.۱۳۷۸. تخليص جامعي، - ۱

هاي نمونه از تعدادي روي ايمونوبلوتينگ آزمايش – ۵ شكل

ترتيب از . به يوني تعويض كروماتوگرافي از شده  جمع آوري

، SA راست : ماركر به چپ

 . و ۱۱۵ ۱۱۳ ، ۲۵ ، ۲۳ شمارة جمع آوري شدة  نمونه هاي

... نسبي تخليص و توليد
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