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  چکیده
 باراضافی آهن  آهن است کهکنندهترکیب کیلات یک Desfferioxamine B Mesylate  داروی دسفرال با نام علمی :سابقه و هدف

نظر به اینکه شرکت . کندکنند را از طریق صفرا و ادرار دفع می که خون دریافت مییخون بیماران مبتلا به تالاسمی ماژور
 ه تنها تولید کننده آن در جهان است و ارزبری زیادی برای کشوردارد، ما بر آن شدیم که با ایجاد موتاسیون در گون NOVARTISییدارو

 .ی را افزایش دهیمی میزان تولید این ماده دارو)S. griseoflavus (استرپتومایسس گریزئوفلاووس 
 PTCC 1130  صورت لیوفیلیزه با کد بهاسترپتو مایسس گریزئوفلاووسگرم مثبت   هایاین مطالعه کاربردی باکتریدر  :یسروش برر

ماورای اده ا ز پرتوهای فسپس با است.  جامد کشت داده شدDes4 در محیطهای علمی و صنعتی ایران خریداری و از سازمان پژوهش
 مولکول دسفرال را به میزان بیشتری تاهای فوزانت نوترکیبی تهیه شد  سویه، تکنیک پروتوپلاست فیوژنباو شده ایجاد  جهش ،بنفش
 که از طریق اسپکتروفتومتری،  بود توسط آنهاها و غلظت داروی دسفرال تولید شدهمتغیرها شامل میزان رشد باکتری .ندکتولید 

  .فتبی قرار گرسنجی مادون قرمز و طیف سنجی جرمی مورد ارزیاکروماتوگرافی، طیف
طور ه نسبت به سویه وحشی بFP9 & FP10های فوزانت  و سویهS7011 & C7031 های موتانتمیزان تولید دسفرال در سویه: هایافته

  . بود % 81و %  68 به ترتیب برابر FP10و   FP9 و این افزایش در مورد فوزانتهای بود قابل توجهی افزایش یافته
الذکر موتاسیون و نوترکیبی ایجاد شده از طریق پروتوپلاست فیوژن باعث افرایش تولید داروی دسفرال در باکتری فوق: گیرینتیجه

طیف سنجی مادون قرمز نشان داد که این دو طیف مربوط به یک وسیله بهبا دسفرال تولیدی شرکت نوارتیس آن گردید و مقایسه 
  .مولکول است و هیچ تفاوتی بین آن دو نیست

  استرپتومایسس گریزئوفلاووس، موتاسیون، پروتوپلاست فیوژن، دسفرال :واژگان کلیدی
  

  1مقدمه
بیمـاران تالاسـمی    درمـان   های اصلی   تزریق خون یکی از روش    

همـراه   افـزایش بـارآهن خـون        نظیری  عوارضبا   اما   ،ماژور است 
                                                 

، ه پـایلوت بیوتکنولـوژی    گـرو ،   انستیتو پاستور ایـران    ، فروردین 12خیابان  تهران،  : آدرس نویسنده مسئول  
   )  email: azimakbarzadeh@pasteur.ac.ir ( دکترعظیم اکبرزاده

  18/3/1385: تاریخ دریافت مقاله
  25/10/1385 :تاریخ پذیرش مقاله

ــت ــوارض    ). 1 (اس ــاب از ع ــرای اجتن ــافی ب ــن اض ــذف آه ح
مسمومیت آهن بر روی قلب و کبـد و دیگـر انـدامها ضـروری               

ها ترکیبـاتی بـا وزن مولکـولی پـایین و           اکسامیندسفری. است
هـای متعـددی از      آهن هستند کـه توسـط گونـه        کنندهکیلات

شـوند  میکرومنوسپورا تولیـد مـی     نوکاردیا و    ،هااسترپتومایسس
تنهـا  ) دسفرواکـسامین مـزیلات   (در حال حاضر دسـفرال      ). 2(

کننده آهن اضافی موجـود در خـون بیمـاران مبـتلا بـه        کیلات
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  توسـط شـرکت نـوارتیس      اکنـون هـم  که    تالاسمی ماژور است  
)Novartis Co.( از فرمانتاســـــیون ســـــویۀ خاصـــــی از 

تولیـد  ) Streptomyces Pilosus(استرپتومایـسس پیلوسـوس   
کـشد و تولیـد      روز طـول مـی     6ایـن فراینـد     ). 4،  3( می شود 
مقـدار  . شود پس از شروع فاز رشد آغاز می       Bاکسامین  دسفری
تــوان  در طــی دورۀ فرمانتاســیون را مــیBاکــسامین دســفری
  . گیری کرد  اندازهHPLCبوسیله 

 ای هستند کـه   های گرم مثبت رشته    باکتری ،هااسترپتومایسس
هـا و تعـداد زیـادی       بیوتیـک خـاطر تولیـد بـسیاری از آنتـی        به

از سـال   . های اولیه و ثانویه اهمیـت صـنعتی دارنـد         ازمتابولیت
ایران در بخش پایلوت بیوتکنولـوژی        در انستیتو پاستور   1375

موفقیت   این دارو در مقیاس آزمایشگاهی با      ،عنوان طرح ملی  هب
   .ستده اشکنترل کیفی آن دریافت  ده وشتولید 

با توجه به تعداد نسبتاً زیـاد مبتلایـان بـه تالاسـمی مـاژور در                
 هـای  در این تحقیق سعی شده بـا اسـتفاده ازنـوترکیبی           ،ایران

ــت  ــل از پروتوپلاسـ ــوژن درونحاصـ ــهفیـ ــهگونـ  ای در گونـ
griseoflavus S.اکــسامین ، تولیــد دســفریBــد ــزایش یاب .  اف

وژن این است کـه اولاً      فیکارگیری تکنیک پروتوپلاست  هدلایل ب 
ثابت شـده ایـن روش کارآمـدترین روش ایجـاد نـوترکیبی در              

هـای دخیـل در      ثانیاً هنوز توالی ژن    است و ها  استروپتومایسس
 ژن   تـا  اکسامین به خوبی شناسایی نشده اسـت       دسفری ساخت

  . آن کلون شود
 ،ها انجـام شـده اسـت      در مطالعاتی که بر روی استرپتومایسس     

-سـاز دسـفری   که لیـزین و اورنیتـین  پـیش        مشخص گردیده   
 Bاکسامین   که در تولید دسفری    یدو ژن . باشند می Bاکسامین  

 و همکاران کلون    Schupp توسط   1988 در سال    ،دخالت دارند 
ها در این برنامه مشخص شد که رونویسی این ژن        ). 5(اند  شده

شرایط کمبود  سیسترونی حاصل، تنها در     پلی  mRNAو تولید   
 افزایش میـزان    ،هدف اصلی در این تحقیق    . شودمی نجامآهن ا 

فیوژن  با استفاده از روش پروتوپلاست  Bاکسامین  تولید دسفری 
رونـد  چنین  هم. است S.griseoflavusای در باکتری    گونهدرون
 تهیـه   ،  Bاکسامین   و روند تولید دسفری    S.griseoflavusرشد  
گونه بـا اسـتفاده    این )Marked Strains (دارهای شاخصسویه

هــای تهیــه ســازی شــرایط و روشبهینــه ،زااز عوامــل جهــش
) Regeneration(پروتوپلاست از ایـن گونـه و فیـوژن و بـاززاد             

ــتها ــک     و پروتوپلاس ــام تکنی ــل از انج ــوترکیبی حاص ــرخ ن ن
  .شدبررسی فیوژن پروتوپلاست

  
  

  مواد و روشها
زه از بـاکتری  بـه صـورت لیـوفیلی     ، این پـژوهش کـاربردی  در  

هـای علمـی و     های سازمان پژوهش  ها و باکتری  کلکسیون قارچ 
 خریـداری و سـپس بـر روی    PTCC1130صنعتی ایران با کـد    

های کشت مختلـف بـرده شـد و منحنـی رشـد و رونـد                محیط
 ـ       pHتغییرات    50 .دسـت آمـد  ه در حین رشد باکتری مـذکور ب

  لیتـری B. Brown 5 نمونـه در فرمـانتور   50نمونه در ارلـن و  
در این روش برای پی بردن به این مطلب کـه           . ه شد کشت داد 

اکـسامین اسـت، از روش   آیا سویه مذکور قادر به تولید دسفری    
 پـس ازکـشت سـویه       ،برای این کـار   . تشکیل هاله استفاده شد   

 محــیط Des4محــیط کــشت ( جامــد Des4فــوق در محــیط 
باشد که حـاوی ترکیبـات      اکسامین می شناسایی کیفی دسفری  

    فــسفات پتاســیم  ،لیتــردر گــرم20دکــسترین : باشــدمــی زیــر
ــرم 5/0بازیــک دی ــردرگ ــزیم ،لیت ــه 7 ســولفات منی      25/0 آب
 1/0 متیونین ،لیتردرگرم 05/0  آبه 7سولفات روی    ،لیتردرگرم
 ،لیتـر درگـرم  20 ، مـانیتول لیتردرگرم 25/0 ، لیزینلیتردرگرم

و  لیتـر در گـرم 12 پاراژین، آس ـلیتـر درگـرم  5 کربنات کلـسیم 
کاغذ آغشته به معرف سـولفات آهـن        ) لیتردرگرم 1/0 ترئونین

ــاکی ــی   ])NH4)Fe(SO4)2.12H2O [آمونی ــر روی کلن  4را ب
ای رنگـی در سـطح و عمـق محـیط           روزه قرار داده، هاله قهـوه     

ــر     ــق نظ ــه طب ــد ک ــشکیل گردی ــی ت ــراف کلن  و Schuppاط
اکـسامین در محـیط     یدهنده وجود دسفر  نشان) 5(همکارانش  

روش تهیه معرف سولفات آهن آمونیاکی به این صـورت          . است
تهیـه و   % 1است که  ابتـدا بـه مقـدار لازم اسـید سـولفوریک               

 گرم در لیتر نمک سولفات آهن آمونیاکی به         5سپس به میزان    
نمک و اسید را به ملایمت حـرارت داده تـا           .گرددآن اضافه می  

د، پس از مدت کوتاهی محلول      بلورهای نمک در اسید حل شو     
رنگ  ساعت کاملا بی24آید که پس از زرد و شفافی بدست می    

اکـسامین از   برای تعیین مقدار تولید دسفری     .گرددو شفاف می  
روش اسپکتروفتومتری استفاده شـد کـه قبـل از آن، منحنـی             

اکسامین با اسـتفاده از دسـفرال محـصول      استاندارد جذب فری  
کـار غلظـت     ایـن  بـرای . هیـه و ترسـیم شـد      کارخانه نوارتیس ت  

مشخصی از دسفرال را در آب مقطر حل کرده و پس از افزودن             
جـذب نـوری هـر      % v/v 10سولفات آهن آمونیاکی به نـسبت       

قرائت گردید و سپس نمودار     نانومتر   430 غلظت در طول موج   
.  شـده اسـت   نـشان داده   1 نموداردر  استاندارد رسم گردید که     

شدن اینکـه هالـه تـشکیل شـده در محـیط            منظور مشخص   هب
Des4  چنین جذب نوری قرائت شده در محیط آرد سـویا           و هم

اکسامین موجود در محیط بـوده اسـت،        واقعا مربوط به دسفری   
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ــد شــده، دســفری ــه روش پــس از اکــسامین تولی اســتخراج ب
و  )3 و 2نمـودار   (IR و طیـف سـنجی   )1شکل(کروماتوگرافی 

 با نتایج حاصل رفت و پس از مقایسهجرمی مورد بررسی قرار گ 
  .  از دسفرال استاندارد، تایید گردید

  
منحنی استاندارد  دسفرال
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غلظت دسفری اکسامين B (ميلی گرم در ميلی ليѧѧتر)
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منحنـی   در ایـن   (.Bاکسامین   منحنی استاندارد دسفری   -1 نمودار

  نـانومتر  430  در طـول مـوج     Bاکـسامین های فزاینـده دسـفری    جذب نوری غلظت  
  )کنیماسبه میهای تولیدمان را محگیری شده است که با استفاده ازآن، غلظتاندازه

  

 
        3                          2                               1  

 . مقایسه کروماتوگرافی کاغذی سه نمونـه دسـفرال        -1شکل  
 نمونـه  ،2سـتون  ؛ )F10( نمونه اسـتخراج شـده از کـشت سـویه فوزانـت       ،1ستون  

 نمونـه   ،3ون  سـت  و   S.griseoflavousاستخراج شده از کـشت سـویه اسـتاندارد          
   ،شـود  مـی  مـشاهده طـور کـه     همـان .  اسـت  ) خالص Bدسفری اکسامین   (استاندارد  

 بـا لکـه     2  و 1هـای   در سـتون   Bاکـسامین های حاصل از کروماتوگرافی دسفری    لکه
  .مطابقت دارد ) 3ستون (حاصل از نمونه استاندارد 

  

اکــسامین ازمحــیط کــشت، از   جهــت  اســتخراج دســفری  
اسـتفاده شـد و منحنـی تولیـد     ) Gaeumann) 6دسـتورالعمل  

 در حـین    pHاکسامین توسط باکتری و روند تغییـرات        دسفری
ــد  ــدتولی ــم گردی ــودار( رس ــارچ. )4 نم ــسیون ق ــا و در کلک   ه
 لذا جهـت    .آن موجود بود   های ایران، تنها سویه وحشی    باکتری

 مـاورای بـنفش     های مورد نیاز، بـا اسـتفاده از پرتـو         تهیه سویه 
سپس منحنی بقاء باکتری    . یافته ایجاد گردید  های جهش سویه

هـا  سلول% 1-5برای دوزهای مختلف تابش و دوزی که در آن          
 ـ .قادر به ادامه زندگی باشند، تهیه و ترسـیم گردیـد           منظـور  هب

د و  ی ـهـای مـشخص سـدیم آزا      جداسازی موتانتی که به غلظت    
 ،کریـستال ویولـه بــه عنـوان شـاخص، مقاومــت داشـته باشــد     

ها در محیط انتخابی حاوی یکی از این مـواد      باکتریاسپورهای  
پـس از انجـام کلیـه       .  قـرار  گرفتنـد      ماورای بنفش  تحت تابش 

در واقـع بـر اسـاس    ( C7031و S7011 مراحل دو موتانت بنام 
اکـسامین   جدا شـده  و دسـفری       Des4 در محیط    )بزرگی هاله 

شکل (تولید شده پس از استخراج برای آزمایش کروماتوگرافی         
منحنـی رشـد و     . کار گرفته شد  هو مقایسه با سویه اصلی ب     )  1

در حـین   pH ها و روند تغییراتاکسامین موتانتتولید دسفری
ــیم    ــا ترس ــد آنه ــد و تولی ــدرش ــودار  (ش ــه  ). 4نم ــرای تهی ب

) Baltz  )7 و Matsushima هـا،  ازروش پروتوپلاست از موتانت
ــد ــتفاده ش ــان مناســب  . اس ــسین و زم  غلظــت مناســب گلای
ــیون ــر     دو)Sonication (سونیکاس ــن ام ــم در ای ــاکتور مه  ف
 تهیــه و MYB جهــت ایــن کــار محــیط. شــدندمحــسوب مــی

ده ش به آن اضافه      درصد 01/0 – 09/0های  گلایسین با غلظت  
سوسپانـسیون اسـپوری حـاوی      لیترمیلی 5/0و پس از تلقیح با      

ــی 1 × 106 ــر در میل ــپورلیت ــذاری در،اس ــه  29  گرماگ  درج
ــانتی ــس ــد rpm 200و   رادگ ــام ش ــس از . انج ــاعت 24 پ  س

ــشت    ــک از ک ــر ی ــوری ه ــذب ن ــذاری ج ــس از  گرماگ ــا پ ه
نـانومتر   600سونیکاسیون و یکنواخـت کـردن در طـول مـوج       

غلظتی از گلایـسین کـه جـذب آن نـصف جـذب             . خوانده شد 
 یعنی محیط تلقیح شده بدون گلایسین باشد به عنـوان           ،شاهد

جهت تعیین زمان   . فته شد غلظت مناسب گلایسین در نظر گر     
 ساعته باکتری تهیه شـد و بـا         24کشت  ،  مناسب سونیکاسیون 

   آگـار رقیـق شـد و بـرای          MYAبـا محـیط      20 بـه    1 نسبت  
 وات 76های مختلف تحت تاثیر امـواج پالـسی بـا قـدرت            زمان

 لام  ،هـای سـونیکه شـده     سپس از هر یک از نمونه     .  قرار گرفت 
. آمیـزی  شـد     گـرم، رنـگ    میکروسکوپی تهیه شده و بـه روش      

هـا بـه   بهترین زمان سونیکاسیون، زمـانی اسـت کـه میـسلیوم          
جهـت تهیـه    . خوبی از هم جدا شده باشند ولی متلاشی نشوند        

ها در محیط حاوی گلایـسین بـا غلظـت           سویه ،هاپروتوپلاست
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. ترین زمان سونیکه شـدند    بهینه کشت شده و سپس با مناسب      
گـرم در    میلـی  1تفاده از آنزیم  لیزوزیم بـا غلظـت          سپس با اس  

هـا بـا    پروتوپلاسـت ). 8(  پروتوپلاست آنها جدا گردید    لیترمیلی
نرم روی محیط باززاد پخـش       های متوالی آگار  روش تهیه رقت  

های قابل باززایی رقت  برای محاسبه فراوانی پروتوپلاست.شدند
وی محـیط   ر) پـس از سونیکاسـیون    (مناسبی از کشت باکتری     

های حاصل روی این محـیط   تعداد کلنی.  برده شد R2 یباززا
با در دست ). 9(گویند می) CFU )Colony Forming Unit را 

تعــداد پروتوپلاســت در واحــد حجــم و درصــد  ،CFUداشــتن 
-توان فراوانی پروتوپلاست  های زنده غیرپروتوپلاستی می   سلول

   .) 10(دست آورد ههای قابل باززایی را ب
  
  

  
 از دسفرال تولید شده در بخش پایلوت IR طیف   -2نمودار 

  .انستیتو پاستور ایران
 

 

 
 از دســفرال تولیــد شــده در شــرکت IR طیــف -3نمــودار 

 ) دسفرال استاندارد(نوارتیس 
  

 در Bاکـــسامین  مقایـــسه تولیـــد دســـفری-4نمـــودار 
S.griseoflavous طور همان( .ای موتانت و فوزانت آن    هسویه  و

 ، S7011( های موتا نت میزان تولید دسفرال در سویه،شودکه  در نمودار دیده می
C7031 ( و فوزانت  )FP9   ، FP10  (          بطور قابل توجهی نسبت بـه سـویه وحـشی

   )افزایش یافته است
  

 ،هـای بـاززاد شـده بـه درصـد         کـل سـلول   برای تعیین فراوانی    
هـای  تعداد سـلول  ها روی محیط باززاد بر      میانگین تعداد کلنی  

 و  عکـس رقـت   در  تقسیم شـده    شمارش شده توسط لام نئوبار      
هـای غیـر پروتوپلاسـتی      فراوانـی سـلول   . د ش  ضرب 100عدد  

های شمارش شده   سلولتعداد   با   بود باززاد شده به درصد برابر    
روی محـیط    هاتوسط لام نئوبار تقسیم بر میانگین تعداد کلنی       

فراوانـی  بـرای تعیـین     . 100باززاد ضربدر عکس رقـت ضـربدر        
            هـــایفراوانـــی ســـلول، هـــای بـــاززاد شـــوندهپروتوپلاســـت

هـای بـاززاد شـده       فراوانی سلول  ازپروتوپلاستی باززاد شده    غیر
 بـا    بـود  سهم واقعی نوترکیبی بین دو شـاخص برابـر        . کسر شد 

های انتخـابی تقـسیم بـر       های آخرین سری محیط   تعداد کلنی 
  .)باززاد(یط انتخابی اول تعداد کلنی های مح

  
  هایافته

اکسامین در محیط آرد    پس از خواندن جذب مربوط به دسفری      
ــا منحنــی 8فواصــل زمــانی ســویا در   ســاعت و مقایــسه آن ب

، مقادیر تولیـد بـر      )1 نمودار(اکسامین  استاندارد جذب دسفری  
حسب میلی گرم در لیتر محاسبه و منحنی تولید ترسـیم شـد           

اولـین قـدم جهـت      . نـشان داده شـده اسـت      ) 4نمودار  (که در   
 کـه نـسبت بـه       بـود هایی   انتخاب جهش یافته   ،گزینش موتانت 

                    ســــدیم آزایــــد و غلظــــتW/V  003/0 % غلظــــت
% W/V  0003/0در این راسـتا،  .  کریستال ویوله مقاوم باشند

 سـویه و در گـروه کریـستال ویولـه،           17 ،در گروه سدیم آزایـد    
نتخاب شدند که پس از انجام آزمایشات ضربدری، تنها         سویه ا 9

  .دندبو برای ادامه آزمایش مناسب S7011 و C7031دو سویه 
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اکسامین توسط سویه والد اصـلی     مقایسه منحنی تولید دسفری   
نتـایج  .  نشان داده شده اسـت     4نمودار  در   S7011 و   C7031و  

 هـا پـس از    اکـسامین توسـط موتانـت     مربوط به تولید دسـفری    
استخراج و کروماتوگرافی کاغـذی و در مقایـسه بـا اسـتاندارد              

باشد که  ها می ت تولید دارو توسط موتان    نشان دهنده نوارتیس،  
ــکل ــت  3 در ش ــده اس ــشان داده ش ــف  .  ن ــین طی    IRهمچن
اکسامین تولید شده توسط بخش پایلوت بیوتکنولـوژی        دسفری

شـرکت   Bاکـسامین    دسفری IRانستیتو پاستورایران،  با طیف      
 جهت مقایسه   3 و 2نمودارهای   عنوان استاندارد در  نوارتیس به 

        هــیچ فرقــی بــین   . بــا یکــدیگر نــشان داده شــده اســت    
اکـسامین   بخش با دسـفری    اکسامین تولید شده در این    دسفری

اکـسامین   دسـفری  یعبـارت  بـه  ،شـت شرکت نوارتیس وجود ندا   
  .  بود Bتولید شده از نوع 

 ، برای رسیدن بـه حـداکثر        S7011وتانتبهترین زمان کشت م   
 سـاعت   C7031   ، 60 بـرای موتانـت      و سـاعت    40پروتوپلاست،

لیـزوزیم  لیتر  درمیلیگرم میلی 10زمان مجاورت با    . برآورد شد 
  ).7-11(  دقیقه بود25 و40برای دو موتانت به ترتیب 

نـشان داده شـده     دست آمـده    های به  فراوانی سویه  1در جدول   
  . است

  
 فراوانی سویه ها جهت تولید دسفری اکسامین -1جدول
 )درصد (فراوانی  نوع سویه ها

 S7011 5/47سلولهای باززاد شده سویه 

 S7011 8/15 سلولهای غیر پروتوپلاستی باززاد شده سویه

 S7011 7/31 پروتوپلاستهای باززاد شونده سویه

 C7031 4/39سلولهای باززاد شده سویه

 C7031 4/11 ستی باززاد شده سویهسلولهای غیر پروتوپلا

 C7031 28 پروتوپلاستهای باززاد شونده سویه

  
 

هـا قبـل از تـشکیل پروتوپلاسـت و دمـای            دمای رشـد سـلول    
انکوباسیون حین باززاد از مهمتـرین عوامـل مـؤثر بـر فراوانـی              

 29در ایـن تحقیـق دمـای        . باززاد و فراوانی نوترکیبی هـستند     
چنین فراوانـی نـوترکیبی     هم. ما بود درجه سانتیگراد بهترین د   

  .  بودPEG4000 به مراتب بیشتر از PEG1000حاصل از 
اکـسامین تولیـدی    پس از اسـتخراج و کرومـاتوگرافی دسـفری        

 آن بــا اســتاندارد و IRو Rf  و مقایــسه PF10توســط فوزانــت 
، مـشخص شـد   S. griseoflavusاکسامین سویه اصلی دسفری

، قسمت  S7011 و   C7031انت های   که مانند سویه اصلی و موت     
اکسامین تولید شده توسـط ایـن فوزانـت از نـوع           اعظم دسفری 

از نظر مرفولوژی و قدرت اسپورزایی،      .  است Bاکسامین  دسفری
هـا هـیچ    با سویه والد اصلی و موتانتPF10و   PF9هایفوزانت

  ).7-11 (شتندتفاوتی ندا
  

  بحث
چـون   تظـره نیـست،   های موتانت غیرمن  افزایش تولید در سویه   

بـر ایـن    مـاورای بـنفش     ای که توسط پرتو     های گسترده جهش
هـایی کـه بـه      توانسته بر بسیاری از ژن     می ،سلولها اعمال شده  

اکسامین نقش یا دخالت داشته     نحوی در تنظیم تولید دسفری    
علاوه با تغییراتی که در دیوارۀ سلول پدیـد   هب. باشند، اثر گذارد  

ــی ــواد  م ــت م ــد، برداش ــلول و آی ــط س ــذایی توس ــرون غ   ده ب
ــی متابولیــت ــزایش م ــز اف ــای آن نی ــده ــشکیل . یاب ــه و ت تهی

چون هرگونه  . پروتوپلاست مرحله بسیار دقیق و حساسی است      
آسیبی که در این مرحله به پروتوپلاست وارد آید، بر فیـوژن و             

گذارد و بالطبع فراوانی نوترکیبی را تحت تأثیر        باززاد آن اثر می   
حـساسیت ایـن مرحلـه باعـث شـده کـه             ).11( دهـد قرار می   

 هــای مــورد  بــرای هــر کــدام از گونــه،محققــان مجبــور شــوند
شان، شرایط تشکیل پروتوپلاست و متعاقب آن شـرایط         مطالعه

فیوژن و باززاد را به دقت مورد بررسی قرار دهند و این شرایط             
 بنـابر ایـن هرگـز کـسی        .  بهینـه نماینـد     خاص گونهرا برای آن  

هـا  تواند ادعا کند که روش ابداعی او برای تمـامی بـاکتری           ینم
های اما گاهی روش. عمومیت دارد و همیشه قابل استفاده است   

شوند که می توان آنها را بـا تغییـرات جزئـی بـا              کلی ابداع می  
سونیکاسیون سبب قطعه    .شرایط باکتری مورد نظر، تطابق داد     

م پیچیـده کلنـی     قطعه شدن میسلیومها و باز شدن کـلاف به ـ        
شود و در این عمل، گلایسین با سـست         ها می استروپتومایسس

   هـا، بـه جـدا شـدن آنهـا کمـک            کردن اتصالات بین میـسلیوم    
علاوه منافـذی کـه در اثـر سونیکاسـیون در دیـواره             هب. کندمی

تـر آنـزیم     راه را برای نفود هرچه سریع      ،شوندباکتری ایجاد می  
ند و البته وجـود گلایـسین در ایجـاد           کبه داخل دیواره، باز می    

پیوندهای پپتیدوگلیکان دیواره و نفوذپذیرکردن آن نسبت بـه         
هـر کـدام از ژنهـایی کـه مـسوول           ). 10(تأثیر نیست   آنزیم بی 

های مورفولوژیکی، سرعت اسپورزایی و یا      سرعت تکثیر، ویژگی  
تولید یک نوع متابولیت هستند می توانند به ترتیبی که گفتـه            

 دچار نوترکیبی شوند، اما از آنجا که شاخص انتخاب یـک            شد،
سلول فوزانت یا نوترکیب، توانایی رشد آن در محـیط انتخـابی            

هایی که در اثر نوترکیبی چنین      هر دو والدش است، تنها سلول     
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     . توانــایی را پیــدا کــرده باشــند، قابــل غربــال کــردن هــستند 
اکـسامین  ید دسفری  تنوع وسیعی را در تول     ،های نوترکیب سویه

 و% 68  بـه ترتیـب    PF10 و   PF9دو فوزانـت    . نشان می دهنـد   
 نـشان دادنـد   را  افزایش تولید نسبت به سویه والد اصـلی         % 81

در حال حاضر این طرح ملی با تولید نیمه صنعتی داروی           ). 5(
صـنعتی  تولیـد    گرم در لیتـر بـه مرحلـه          7/2 بازدهدسفرال با   
 کلیه مراحل تولید وکنترل کمی      سازیبا بهینه . شودنزدیک می 

ها آوری کلیه دادهنیز تکرارپذیرنمودن آنها و جمع وکیفی آنها و  

صد بار کشت در اشل آزمایشگاهی و در فرمانتورهای         که از یک  
صنعتی بخش پایلوت بیوتکنولـوژی انـستیتو پاسـتورایران         نیمه

صنعتی تولیـد   حاصل شده است و پس از تهیه دانش فنی نیمه         
 البتـه   .کنـیم  دسفرال، مرحله صنعتی آن را شـروع مـی        داروی

 تهیـه سـوش صـنعتی       ،پیشنهاد عملی بـرای ایـن طـرح ملـی         
است که گـروه پـایلوت       باکتری استرپتومایسس گریزئوفلاووس  

  .بیوتکنولوزی انستیتو پاستور ایران در حال اجرای آن می باشد
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