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که    : چکیده  است  پویا  فرایند  یک  خون  کلسيم  غلظت  سطح  روده   با حفظ  مانند  عضو  چند  کنش  هم  کليه بر   ، 

 و کاهش    با افزایش جذب روده ای کلسيم (hPTH) هورمون انساني پاراتيروئيد پاراتيروئيد صورت مي گيرد.    های ه غد   و 
کليوی   کلسيم خون مي شود م دفع  افزایش سطح  بودن مقدار کلسيم در خون،    ت که در صور ازآنجایي   . وجب   ناکافي 

  از  ناشي پوکي استخوان و بيماری های   باعث   این هورمون   کمبود  بنابراین شود ها برداشته مي این عنصر از استخوان   به طور معمول 
برای کلون   Escherichia coli DH5α و سویه   Puc 57در این پژوهش از پلاسميد   . شود مي پاراتيروئيد   های ه غد  های اختلال 
 توليد    پژوهش در این    د. دن برای بيان پروتئين استفاده ش     Escherichia coli BL21  و سویه   (+)Pet 32aو از پلاسميد   کردن 

های یک ليتری و همچنين به صورت ناپيوسته به همراه خوراک دهي در یک فرمانتور    پروتئين به صورت ناپيوسته در ارلن 
 ساعت    16داد که پس از    ان کشت ناپيوسته در ارلن ها نش   ، پژوهش این    نتيجه های   طبق   . ليتری همزن دار بررسي شد   10

   ناپيوسته به همراه   در حالت   مي رسد. همچنين    g/L  7 /1   و   g/L  5 /6به ترتيب به     نو ترکيب   و پروتئين   زیست توده مقدار  
  g/L   22و    g/L  81  ساعت به ترتيب به   12و پروتئين نو ترکيب درون فرمانتور پس از    زیست توده بيشترین مقدار    ، خورک دهي 
 .  مورد تایيد قرار گرفت    Western blotو      SDS-PAGEدو آزمایش    ا توليد پروتئين نوترکيب ب   سرانجام .  به دست آمد 

  با توجه به .  بيان هورمون پاراتيروئيد مي باشد   درستي کيلو دالتون نشان دهنده  37وجود باند پروتئيني در  ناحيه   پژوهش در این  
  توليد موفقيت آميز هورمون انساني پاراتيروئيد در این پژوهش و همچنين مزیت های باکتری اشریشاکولي به عنوان ميزبان، 

 اسبي برای توليد این ماده ارزشمند دارویي باشد.  این روش ميتواند جایگزین من   رسد به نظر مي 
 

،   (+)Pet 32a، ، کشت باکتری زیستي   راکتوربيان،    ، اراتيروئيد انساني نوترکيب، کلونهورمون پ  واژه های کلیدی:
 .اشرشيا کلي
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 همقدم
  هستند   بدن   در   موجود   های ترکیب   ه ی شب   طور معمول به   زیستی ی  اروها د 

  امروزه .  شوند ی م   د ی تول   به روش زیست فناوری   ی زیستی بیوراکتورها   توسط   و 
  یجانب  های هرض ا ع ها با  یماری ب   درمان   ی براها  استفاده از این ویژگی

است.  تر کم  یافته  زیادی  روش   گسترش  ترین  کاربردی  و   بهترین 
  های پروتئین   نخست   . باشد می   ها وتئین از بیماری استفاده از پر   برخی مان  در در 

از حیوانات  طبیعی  نیاز  تامین می ، گی مورد  انسانی  منابع   . شداهان و 
تازگی  پلاس   به  پردازش  پروتئین با  از  بسیاری  انسان  خون   ها  مای 
  . ]1[شود می هموفیلی استفاده    مانند هایی  و در درمان بیماری   شده جداسازی  

که   های مطالعه  است  داده  نشان  شده   گذشته  تهیه   انسولین 
  انسانی متفاوت می باشد   شکل از خون خوک که تنها در یک اسید آمینه با  

تواند  دیابت    می  بیماری  درمان  برای  راه  داروی    شد. بایک  اولین 
همولین   نوترکیب  تجاری  نام  با  شرکت   1انسولین  دو  همکاری   با 
4توسط  میلادی    1982در سال    3ژن تک و    2الی لیلی 

FDA   و به بازار  یید  تأ
 های جایگزین پروتئین   به تدریج های نوترکیب  پروتئین   این   . عرضه شد 

حیو  منابع  از  که  می طبیعی شدند  به دست  انسانی  و   .  ]1[آمدند انی 
ید است که  ئرو ی ترین پروتئین های نوترکیب هورمون پاراتیکی از مهم 

کند  تنظیم  را  خون  فسفر  و  کلسیم  تواند  هورمون   . ]2-6[می   این 
  1شکل    غده پاراتئرویید که در پشت تیروئید قرار دارند ترشح می شوند.   4از  

ید همچنین تول   .  ]7[جایگاه غده هورمون پاراتیروئید را نشان می دهد 
  کنند که به صورت میزبان عمل می  ها ها در باکتری پروتئین این نوع  

می   نیز  پروتئین گیرد.  صورت  از  سوم  در  یک  درمانی   باکتریهای 
 اشریشیاکلایتولید می شوند که این امر قابلیت بالای    اشریشیاکلای 

 .دهد های نوترکیب را نشان می  برای تولید پروتئین  را 
پروتئین   برتری  تولید  برای  باکتری  این  از  ناستفاده  وترکیب های 

سویه وجود  بالا،  رشد  دسترس سرعت  قابل  متنوع   های 
  های بیان ژنی زیاد برای تولید پروتئین های از این باکتری، وجود سامانه 

روشبیرونی توسعه  پایداری  ،  و  باکتری  این  برای  تخمیری  های 
هورمون انسانی   همکارانو   5توماس.  ]7[نتیکی مناسب می باشدژ

ترشحی  )hPTH 6(پاراتیروئید   همراه  با  برش    Xفاکتور   7را   قابل 
 سازی  خالص mg/L 50 در باکتری اشیریشیاکلای بیان کرده و تا 

 
1 Humulin 

2 Eli lilly 

3 Genetech 

4 Food and Drud Administration 

5 Tomus 

6 Human parathyroid hormone 

7 Fusion partner 

 
 [7] هورمون ديروئيپارات غدد گاهيجا : 1 شکل

 

و      8گو ،  رمون پاراتیروئید هو   گرمایی ه پایداری  با توجه ب   . ]8،    9[کردند  
  را   Trx-hPTH،  گرمایی با ادغام دو روش شوک اسمزی و تیمار    همکاران 

  همچنین   ها آن .  ند استخراج کرد   % 72از باکتری اشریشیاکلای با خلوص  
های ترشحی  ن اقتصادی و آسان تر برای پروتئی که این روش    ند نشان داد 

و    9لیو   . ]10[، در مقایسه با کروماتوگرافی تمایلی است گرمایی با پایداری  
در باکتری اشریشیا کلای    (+) pET32aرا با پلاسمید    hPTH  ، همکاران 

کروماتوگرافی تمایلی تثبیت شده، تعویض    بیان کردند و با سه مرحله 
  % 99پاراتیروئید با خلوص  هورمون    mg/L 300 یونی و غربال مولکولی به 

ش  مو UMR-106 در پایان نیز فعالیت زیستی آن را با رده سلولی   رسیدند. 
  خوراک دهی آهسته و همچنین خالص سازی   . ]11[یید کردند  أ صحرایی ت 

% هورمون پاراتیروئید با استفاده از کروماتوگرافی تعویض یونی    99بالای  
معکوس  فاز  و  ابتکار   10کاتیونی  از  متعامد  صورت   و    11اوما   های به 

جو .  ]12[بود   همکاران  با    hPTHژن  نیز    ن همکارا و     12ون    روش را 
ترشحی   13بایسیسترونیک  غیر  محلول  صورت  به  و  باکتری    سنتز  در 
 g/L  27   زیست توده لیتری بیان کردند و به    15در فرمانتور    اشریشیاکلای 

ها سپس با سه مرحله کروماتوگرافی خالص سازی  . آن ]13[دست یافتند 
 cAMP  14آن را با افزایش چشمگیر در میزان   را انجام داده و فعالیت زیستی 

آمیز بودن  موفقیت با توجه به  .  ]13[های موش صحرایی تائید کردند سلول 
پارات   های پژوهش  هورمون  تولید  که  رسد  می  نظر  به   روئید  ی گذشته 

آن   بومی  فنی  دانش  به  رسیدن  و  اشریشیاکلای  باکتری  در   انسانی 

8 Guo 

9 Liu 

10 Reverse Phase Chromatography 

11 Uma 

12 Wenju 

13 Bicistronic 

14 Cyclic adenosine monophosphate 

(1)  Humulin      (2)  Eli lilly 

(3)  Genetech      (4)  Food and Drud Administration 

(5)  Tomus      (6)  Human parathyroid hormone 

(7)  Fusion partner      (8)  Guo  
(9)  Liu       (10)  Reverse Phase Chromatography 

(11)  Uma       (12)  Wenju 

(13)  Bicistronic      (14)  Cyclic adenosine monophosphate 
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  امری ضروری باشد. لذا هدف از این پژوهش بررسی کلون   نیز   در کشور ما 
  و کشت دادن   E.coliباکتری    درون د انسانی نوترکیب  ی ئ و بیان هورمون پاراتیرو 

در  در  آن   ناپیوسته  صورت  و  به  ارلن  همراه  مقیاس  ناپیوسته   کشت 
در   دهی  خوراک  می با  و  فرمانتور  نوترکیب  پروتئین  استخراج  باشد. 

 می باشد.   پژوهش   آن نیز از اهداف نهایی این   خالص سازی 

 

 بخش تجربی
 پاراتیروئید نوترکیب انسانیتهیه سویه مناسب جهت بیان هورمون  

 ، سنتز شده PTH84-EK-His6-Trxحاوی ژن   pUC57  1پلاسمید  
شرکت   باکتری    GenScript (USA)توسط  در  تکثیر  از  پس 

Escherichia coli DH5α  وسیله کیت استخراج پلاسمید شد.  ، به
آنزیم  Trx-His6-EK-PTH84ژن   با  آنزیمی  هضم  از    های پس 

خارج    pUC57، از پلاسمید  BamHIو    MscI 2برش دهنده محدود
آنزیم مای   به کمک  اثر محدودو  گاز در پلاسمید  لی   T4 DNAبا 

pET32a(+)    و شد  داده    BL21باکتری    به بیان    برایقرار 

Escherichia coli  شد. منتقل 
 

 برای بیان هورمون پاراتروئید نوترکیب انسانی  محیط کشت

استفاده شده از شرکت مرک   شیمیایی  کلیه مواد  پژوهش در این 
  جامد  LBمحیط کشت    میکروارگانیسم از   داری ه برای نگ تهیه شد.  
  ( g/L  15، آگار g/L  5ید کلر   ، سدیم g/L5 عصاره مخمر   ، g/L10)تریپتون  
کشت      . شداستفاده   پیش  کشت برای  محیط   ZYP-0.8G  از 

  ،   g/L  12 /0منیزیم سولفات    ،   g/L65 /4  ، عصاره مخمر   g/L  3 /9تریپتون ) 
، پتاسیم دی هیدروژن g/L  3 /3آمونیوم سولفات    ،   %   w/v  8 /0گلوکز 

فسفات    ،    g/L  8/6فسفات   هیدروژن  سدیم   و    g/L  1/7دی 
برای بیان پروتئین در کشت   . شد استفاده  (  µg/mL  100آمپلی سیلین  

از محیط کشت   تریپتون   ZYP-5052ناپیوسته   (g/L  3 /9    عصاره ،
  ،  g/L 3 /3آمونیوم سولفات   ،  mM1 ، منیزیم سولفات  g/L 65 /4مخمر  

، دی سدیم هیدروژن فسفات    g/L  8/6هیدروژن فسفات    پتاسیم دی 
g/L  1 /7   آمپلی سیلین ،µg/mL  100   گلوکز،(w/v)  5 /0    %  لاکتوز ،
w/v  2 /0   %   گلیسرول ،w/v  5 /0   % )   .ها  محیط کشت   استفاده شد  

   برای اتوکلاو شده و    Co  121  دقیقه در    15به صورت جدا به مدت  
محلول کار نیز از    زمان در  برای خوراک دهی   .ادامه کار خنک شدند 

، g/L  20، منیزیم سولفات  g/L  350تریپتون  اوتکلاو شده که شامل  
 های عناصر  استفاده شد.   ml/L  5  کم مقدار   های صر و عن   g/L  600گلوکز  

 
1 Plasmid, University of California 

 g 78   /2  FeSO4.7H2O   یک مولار شامل  HClدر یک لیتر   کم مقدار 

 ،g89 /1  MnCl2.4.H2O   ،g18 /  2CoSO4.7H2O   ،g  74 /1CaCl2.H2O ،  

g  71 /0CuCl2.2H2O    ،g  92 /0ZnSO4.7H2O   استفاده    . بود  دلیل 
  Fe    ،Mn  مانند   ی های صر به این خاطر است که عن   مقدار   کم   های صر عن از  

 ،Co  ،Ca ،  Cu   ،Zn      برای رشد باکتری مورد نیاز است و بایستی  نیز
محیط در    هاصرشت وجود داشته باشند. اگر این عندر محیط ک  حتماً

باید   باشند  موج  باکشت کم  تامین  واملاح  آب  در  گرنه  شوندد    و 
 . شد مختل خواهد هارشد میکروارگانیسم

 
 کشت سلولی

 در مقیاس ارلنکشت ناپیوسته 

را   کلونی  تک  بهترین  تلقیح  مایه  تولید  محیط  برای  از 
    به حجم   ZYP-0.8Gبرداشته و در محیط کشت  کشت جامد  

Lm  50     تلقیح و درCo 37    6دور در دقیقه به مدت    180و  
شد.  گذاری  گرما  تلقیح     mL  50سپس    ساعت  مایه  از 

  که درون ارلن یک لیتری    ZYP-5052محیط کشت    mL450در 
داشت   در  قرار  و  شد  دقیقه    180و     Co37تلقیح  در   دور 

مدت   گرما   16به  شد. ساعت  بر   گذاری  رشد  برای   رسی 
  گوناگون های در زمان  های تولید شده باکتری و آنالیز پروتئین 

 کشت از این ارلن نمونه گیری شد. 
 

 لیتری 10در مقیاس فرمانتور کشت ناپیوسته 

ناپیوسته خوراک   کشت  با  استوانه همراه  فرمانتور  در   ایدهی 
کاری    10 حجم  با  همزن  8لیتری  دو  شامل   توربینی  لیتر 

  محور انجام شد. برای این منظور ابتدا فرمانتور و اتصالات به همراه با یک  
 از مایه تلقیح مرحله ناپیوسته  محیط کشت اولیه اتوکلاو شد. لیتر    3

مقدار    پیشین شامل محیط   % 5به  که  فرمانتور  درون  به  حجمی 
ZPY-5052  د. دانسیته نوری محیط کشت ش می باشد، تلقیح می

حسب   بر  پیوسته  طور  شد. به  گیری  اندازه  دوره   زمان  طول  در 
محلول    pHدهی  خوراک  از  استفاده  با   w/v  20%محیط تخمیر 

اسید   فسفریک  محلول  و  سود  حجمی(  بر  در   3)وزنی   7نرمال 
تنظیم شد. غلظت اکسیژن محلول نیز با تغییر دور همزن و شدت 

غنی  نیاز  صورت  در  همچنین  و  هوای هوادهی  اکسیژن  سازی 
به  حدود  ورودی  در  دستی  دما   %  43صورت  شد.  حفظ   اشباع 

در  فرایند  با    Co   37در طول  تولید کف  و     ضد کف  افزودن کنترل 
 مهار شد.صورت دستی  ) روغن سیلیکون سترون ( به  

2 Restriction Enzyme (1)  Plasmid, University of California   (2)  Restriction Enzyme 
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 گسستن دیواره سلولی
 ونیلتراسیف اولتراپروتئین نوترکیب با  جداسازی

  دور   5000محیط کشت حاوی باکتری نوترکیب با سرعت    نخست 
 زیست توده و سپس    سانتریفوژ شد   oC4 دقیقه در   20بر دقیقه به مدت  

 شده و برای عمل تخریب دیواره سلولی در ایمیدازول حل   دست آمده به 
 وات استفاده شد. این عملیات   690روش اولترا سونیک با توان    از

  های صورت ناپیوسته با توقف دقیقه به    15% آمپلی تود به مدت  70با شدت  
پروتئینثانیه  15 تخریب  و  شدن  گرم  از  تا  شد  انجام   ها ای 

  ها درون یخ قرار داده شدند سازی، نمونه شود. در حین عمل همگن   خودداری 
آن فعالیت  ازآنجاییتا  شود.  حفظ  این  ها     فراورده که 

بهدرون و  نیست  اختلاف    سلولی  علت  به  است،  محلول  صورت 
باقی ذرات  با  محلدانسیته  سرعت  مانده،  با  سانتریفوژ  با  رویی  ول 

برای ادامه    Co  4دقیقه و در دمای     10دور بر دقیقه به مدت    8000
  های پروتئین و تگ   kDa  26با توجه به وزن مولکولی    جدا شد.   های ه حل مر 

سلولز غشاهای  با  فیلتراسیون  اولترا  از  پژوهش  این  در    یهمراه، 
کیلو دالتون برای جداسازی و تغلیظ محلول   30و    5حذفی    ـ  با برش 
ها استفاده شد. برای جداسازی پروتئین ای از پروتئینمجموعه  دارای

 برای تغلیظ  KD  5و از غشاء    شد استفاده    KD  30  ی غشا   از   مورد نظر 
 استفاده شد.  KD 5تر از های کوچکو حذف پروتئین

 
 خالص سازی گوناگون هایهحلمر هاینتیجهسنجش 

های  سلول  برای تعیین میزان بیان هورمون پاراتیروئید انسانی در
 ، سازیگوناگون خالص  هایهحلنوترکیب و برای تعیین خلوص در مر

در حضور سدیم دودسیل   %13از روش الکتروفورز با ژل اکریل آمید  
 استفاده شد.  SDS-PAGEسولفات 

 
 1فورد  به روش برد  اندازه گیری غلظت کل پروتئین

گیری   برد  اندازه  برای  حساس  و  سریع  روشی    پروتئین  فورد 
 در این روش برای رسم منحنی استاندارد از آلبومین سرم  . ]14[باشد می 

استفاده شد.   استاندارد  به عنوان  و  گاوی  نمونه  آماده سازی  از  پس 
از این نمودار   . شدترسیم  خواندن جذب نمونه ها ، منحنی استاندارد  

 نی استفاده شد.ی های پروتئ گیری غلظت کل پروتئین نمونه دازه برای ان 
اولیه   غلظت  با  آلبومین  سرم  از  ابتدا  منظور  این     mg/mL  2برای 

  میکروگرم بر میلی لیتر را   1/ 25،    2/ 5،  5،  10،  20نمونه های استاندارد  
 های % تهیه و سپس نمونه   0/ 9ال سالین  با رقیق سازی به وسیله نرم 

 % رقیق شدند.   9/0برابر با نرمال سالین    1000مجهول  

 
1 Bradford 

 
 : منحني استاندارد برای اندازه گيری غلظت کل پروتئين به روش بردفورد   2شکل  

 
با رنگ نمونه به یک  به نسبت یک  استاندارد  های مجهول و 

نی  بلانک  ترکیب شدند.   نرمال  کوماسی  یک،  به  یک  نسبت  از  ز 
طول  سالین در  جذب  سپس  شد.  تهیه  کوماسی  رنگ   موج  با 

  های مجهول خوانده شد. نمونه   های استاندارد و نک، نمونه نانومتر بلا   595
نمونه  پایاندر   پروتئین  ازغلظت  استفاده  با  مجهول  منحنی    های 

 ها تعیین شد.آن کالیبراسیون و تراکم نوری
شکل    هانتیجه ا  2در  شده  داده  افزنشان  برای   ایش  ست. 

اندازه آلبومگیریدقت  مصرف  در  جویی  صرفه  سادگی ،  و   ین 
 های آلبومین و مجهول هزار برابر رقیق شد.  گیری نمونهدر اندازه

 

 بحثو  هانتیجه
 درون ارلن  بررسی بیان پروتئین نوترکیب در کشت ناپیوسته

  به صورت ناپیوسته در ارلن بررسی شد.   کشت ابتدا  در این پژوهش  
س ساعبرای  در  ناپیوسته  کشت  در  بیان     گوناگون   هایتنجش 

 نشان داد که در کشت ناپیوسته   آزمایش این    های نتیجه برداری شد .  نمونه 
کشت     اگر محیط  کربنی   دارایکه      ZYP-5052از  منبع   سه 

w/v  05/0  %  ،گلوکز w/v 5/0    %،گلیسرول w/v  2/0  %   لاکتوز
شودباشد  می از  استفاده  تودهمقدار  ساعت    16  پس    زیست 
   BL21  Escherichia coli  منحنی رشد باکتری  .  رسد می   g/L  5 /6  به 

است.  3در شکل   داده شده  دیواره   نشان  گسستن  از  سلولی   پس 
 g/L  7/1برابر    16گیری شد که در ساعت  مقدار پروتئین نیز اندازه

  . آورده شده است   4در شکل  نیز  نتیجه آزمایش الکتروفورز    دست آمد. ه ب 
 ترین بیان  که در این شکل نشان داده شده است بیش  گونه همان 

y = 0.0253x -0.0118

R²=0.993
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  BL21 Escherichia coli: منحني رشد باکتری 3شکل

 بر حسب زمان در مقياس ارلن 
 

 
 

  دست آمده به های برای نمونه  SDS-PAGE 13%نتيجه آزمايش ژل  : 4شکل 
کشت ناپيوسته در محيط کشت    گوناگون  هایتعاز بيان پروتئين در سا

ZYP-5052    ،خودکار القای  مولکولي،  Mبا  وزن  شاخص  نمونه    1: 
نمونه ساعت    4،  13نمونه ساعت    3،  12نمونه ساعت    2،  11ساعت  

 .16نمونه ساعت  6،  15نمونه ساعت    5، 14

 
که در ناحیه     مده استآاز کشت به دست    پس ساعت    16پروتئین در  

در این پژوهش   با توجه به رشد خوب باکتری.  کیلو دالتون است  35
 آزمایش الکتروفورز  نتیجه هایو همچنین    ]15[و سایر پژوهش ها  

ترکیب    گفتتوان  می نو  پروتئین  باکتری  باتولید  در     بیان 
BL21 Escherichia coli با موفقیت انجام پذیرفته است . 

 

 لیتری 10به همراه خوراک دهی درون فرمانتور  کشت ناپیوسته  

به   رسیدن  بالا برای  سلولی  ناپیوسته  ،دانسیته    باکتری  کشت 
BL21  Escherichia coli     .در واقع  همراه با خوراک دهی انجام شد 

 
1 Western Blot 

 
 BL21 Escherichia coli: منحني رشد باکتری 5شکل

 بر حسب زمان در بيوراکتور 

 
باکتری  دهی  خوراک   ساز  و  سوخت  مصرف  برای   ثانویه 

BL21  Escherichia coli    5که در شکل    گونه همان   . د شو می استفاده  
  زیست توده تولید    بیشینه کشت    از آغاز ام    12در ساعت    نشان داده شده است 

. وزن تر سلولی  شدکه پس از آن باکتری وارد فاز مرگ    دست آمدهب
  دهی خورک   از   پس   گوناگون   های ت برای سنجش بیان در ساع   . رسید   g/L  81به  

شد.   برداشته  با   پسنمونه  زیستی  توده  زیستی  جداسازی  از 
ام   12ن دیواره سلولی مقدار پروتئین در ساعت سانتریفیوژ و شکست

  رسید.  g/L  22به 
پروتئین  تأی  برای  سرانجام  شدهید  وسترن    روش   از   تولید 

بخش.  شداستفاده     1بلاتینگ  برای  اطمینان  روش   درستی ترین 
این  در  زیرا  است  بلاتینگ  وسترن  روش  پروتئین    آزمایش   تولید 

 اختصاصی بوده و   طور کامل شود به دی که سبب رنگ آمیزی می پیون 
نتیجه   شود. در این روش   آمیزی می  ها پروتئین هدف رنگ تندر 

اختصاصی   ایمونولوژیک  واکنش  در یک  پاراتیروئید هورمون   آنتی 
  به پاراتیروئید هورمون انسانی متصل شده و پس از آن آنتی بادی ثانویه 

می متصل  اولیه  بادی  آنتی  به  ایمونولوژیک  واکنشی  در  شود. نیز 
به آنتی بادی ثانویه باند    DABسپس با اتصال عامل رنگ آمیزی  

شود می  دیده  6همان گونه که در شکل   اراتیروئید هورمون انسانی پ
شو در  د.ظاهر  پروتئینی  باند  دالتون    37ناحیه    وجود   کیلو 

دهنده   میب  درستینشان  پاراتیروئید  هورمون  اغلب   باشد.یان  در 
شده  دیدهها به دلیل تشکیل دی مر، تری مر، و ... وزن باند آزمون
و    درست وجود  اثبات  برای  تنها  روش  این  از  و   آن    نبود نیست، 

   پژوهش این    های نتیجه شود. به هر حال با توجه به  استفاده می 

(1)  Western Blot 

           9                      5          4           3            2           1            M 
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 :  آزمايش وسترن بلات پاراتيروئيد هورمون انساني 6شکل 

 
انسانی نوترکیب در محیط  پاراتیروئید هورمون  می توان گفت که 

  در دو حالت ناپیوسته و ناپیوسته همراه با خوراک دهی،   ZYP-5052کشت  
 با موفقیت تولید می شود.

توان از این دانش می  پژوهشبه هر حال با توجه به اهمیت این  
وان دست آمده در تولید داروهای مهمی در جهت رفع پوکی استخهب

استفاده نمود. پوکی استخوان بیماری خاموشی است که با کاهش  
  دانسیته مواد معدنی ساختار استخوان همراه است و سبب ضعیف شدن 

است.  شکستگی  احتمال  افزایش  آن  پی  در  و  استخوان   ساختار 
استخوان    یگانهقابلیت   پوکی  درمان  در  هورمون   پاراتیروئید 

به  استخوان  دانسیته  استافزایش  آنابولیک  واقع  صورت  در   .
ای است که در مقابل  اسیدآمینه  84هورمون پلی پپتیدی    پاراتیروئید

می ترشح  پاراتیروئید  غدد  از  خون  کلسیم  سطح  .  شودکاهش 
ترین فعالیت پاراتیروئید هورمون انسانی تنظیم غلظت کلسیم  اصلی

همچنین   کلیه،  استخوان  روی  مستقیم  تأثیر  با  خون  فسفات  و 

است استخوان  ساختار  توسط  بازسازی  استخوان  پوکی  بیماری   .
  عنوان چهارمین عامل به میلادی    1991سازمان جهانی بهداشت در سال  

بشر   زندگی  مغزی  تهدیدکننده  و  قلبی  سکته  سرطان،  از   پس 
 شده است. در نظر گرفته 

 

 نتیجه گیری
پاراتیروئید انسانی  روده هورمون  جذب  افزایش  کلسیمبا  ،  ای 

کاهش دفع کلیوی و افزایش فعالیت استئوکلاستها موجب افزایش 
سطح کلسیم خون می شود. در صورت ناکافی بودن کلسیم در خون،  

  نآ شود تا میزان  ها برداشته می از استخوان   به طور معمول   این عنصر 
  پوکی استخوان خواهد شد.   که این موضوع نیز باعث   در خون ثابت بماند 
هو این  بیماری  رمونبنابراین  و  استخوان  پوکی  درمان   های در 

اختلال  ناشی دارد.   هایاز  فراوانی  کاربرد  پاراتیروئید     غدد 
پلاسمید   از  پژوهش  این  سویه    Puc 57در     E.coli DH5αو 
   E.coli BL21و سویه    (+)Pet 32aبرای کلون کردن و از پلاسمید  

  و ناپیوسته   کشت ناپیوسته   های نتیجه   برای بیان پروتئین استفاده شد. 
انتور  در دو مقیاس ارلن  و فرم    E.coli BL21به همراه خوراک دهی   

  ی به صورت موفقیت آمیزهورمون پاراتیروئید انسانی    نشان داد که
  های وسترن بلات و الکتروفورز نیز آزمایش   های نتیجه   شود. تولید می 

با توجه به عملکرد خوب    .بودیید کننده تولید این پروتئین نوترکیب  أت
  ، این روش یاکلی جهت تولید پروتئین نوترکیب میزبانی باکتری اشریش 

تواند جاگزین مناسبی جهت تولید این پروتئین ارزشمند دارویی  می
 های تولید پروتئین باشد. نسبت به سایر روش 
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