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 در مخمر متيلوتروف هانسونلا پلي مورفانوتركيب توليد آلبومين سرم انساني 
 

 5مايكل پوينتكدكتر، 4حوري رضواندكتر ، 8مطلق ، بهزاد اديبي2، عليرضا قمري2، مهدي منتظر حقيقي1ليا عباسي محب

 3جم آباديحسين ندكتر، 7كيميا كهريزيدكتر، 6الله پور فتح  علي اكبردكتر، 5استفان هل وگدكتر
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ها در  اين پروتئين نه تنها به عنوان حامل بسياري از ماكروملكول. باشد ترين پروتئين پلاسما مي عمدهآلبومين   
امروزه از آلبومين در درمان . كند بلكه نقش مهمي در تنظيم فشار اسمزي دارد اي ايفا مي بدن نقش عمده

مصرف  .شود چنين در درمان افراد مبتلا به كمبود آلبومين استفاده مي يد و همهاي شد ها و سوختگي خونريزي
منظور برطرف كردن اين نياز و توليد آلبومين عاري از هرگونه  به. باشد تن مي 454ساليانه آلبومين در دنيا حدود 

 . هاي بيوتكنولوژي استفاده گرديده است آلودگي از روش
هاي هترولوگ  منظور توليد پروتئين   پلي مورفا كه امروزه در سطح وسييي بهدر اين تحقيق از مخمر هانسونلا

 .استفاده گرديده است نوتركيب براي آلبومين انساني  شود، كار برده مي به
 ها مواد وروش 

چنين  هم منظور توليد پروتئين آلبومين نوتركيب و به. است (experimental)مطاليه انجام شده از نوع تجربي 
 پلاسميد . عنوان ميزبان استفاده گرديد  مورفا به  هانسونلا پلي  RB-11سازي شرايط توليد از سوش  نهبهي

pFMPT-MFα  حاويcDNA  آلبومين تحت كنترل پروموتورFMD   با استفاده از روش الكتروپوريشن داخل
، محيط كشت، دما و ميزبان شد و سپس تحت شرايط مختلف با بررسي پارامترهايي نظير زمان انكوباسيون

چون الايزا،  هايي هم آلبومين توليد شده با روش. هاي پروتئازي بيان آلبومين مورد بررسي قرار گرفت مهاركننده
HPLC  وWestern Blot ارزيابي شد. 

 ها يافته
ه طي اين تحقيق چهارعامل مهم دربيان پروتئين آلبومين موردمطاليه قرارگرفت ومشخص گرديد كه از بين سدر

، محيط derepression ،YNB 1% Glycerol  ،YP 1% Glycerol،  YNB 1% Glycerol with bufferمحيط 
و از درجه  87دماي درجه سانتي گراد  87و 84 ،25از بين سه دماي و  YNB 1% Glycerol with bufferكشت 

ئازها بيشترين ميزان توليد پروت  حضور آنتي ساعت با 43ساعت، مدت  72 و 43 ،24بين سه زمان انكوباسيون، 
 .دست آمد آلبومين به

 نتيجه گيري 
از . را نشاان داد  mg/l6/17دست آمده در مقياس آزمايشگاهي،  بالاترين ميزان توليد شده تحت شرايط بهينه به

آلباومين تولياد شاد و ايان امار       mg/l 473ميزان  ،سوي ديگر با استفاده از اين سوش در شرايط نيمه صنيتي
 .توان توليد پروتئين آلبومين را در شرايط انبوه ادامه داد دهنده آن است كه مي نشان

 آلبومين سرم انساني، مخمر هانسونلاپلي مورفا، آلبومين نوتركيب  :كليدي كلمات
 
 
 
 
 
 

 
 مربي مركز تحقيقات ژنتيك دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي –كارشناس ارشد ژنتيك  :مؤلف مسؤول   -1
 مركز تحقيقات ژنتيك دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي   -ارشناس ارشد ژنتيكك  -2
 ، بخش تحقيق و توسعهمركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران  -كارشناس ارشد بيوشيمي  -3
4-  Ph.D  بخش تحقيق و توسعهمركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران  -بيوشيمي ، 
5-  Ph.D  دوسلدورف آلماندانشگاه  –ژنتيك 
6-  Ph.D دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و دانشگاه تربيت مدرس -ايمونولوژي 
 استاديار مركز تحقيقات ژنتيك دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي -متخصص اطفال  -7
8-  Ph.D ستي و توانبخشيسرپرست مركز تحقيقات ژنتيك و  دانشيار دانشگاه علوم بهزي -ژنتيك ملكولي 
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1- Human Serum Albumin 

2- Hansenula Autonomus Replication Sequence 

  مقدمه 
ركيب پروتئين پلاسماي ت ترين اصلي آلبومين سرم انساني   

 585پپتيدي پلي  زنجيره اين پروتئين ازيك. انسان است
تشكيل شده  KD5/66 اي فاقد قند به وزن ملكولي اسيدآمينه
 (. 1)است 
ميزان (. 2)اين ملكول قطبي بوده وداراي سه ناحيه است    

HSA. باشد مي g/l5/3±42ر پلاسما آلبومين د
كبد  در 1

 .ي خون استزتوليد شده و مسؤول نگهداري فشار اسم
عنوان يك ناقل براي بسياري از  چنين به آلبومين هم
هاي كوچك عمل كرده و از نظر كلينيكي، براي  ملكول

هاي حاصل از ضربه استفاده  درمان هيپوآلبومينمي در شوك
 (. 4،3، 5)مي شود 
از پلاسما  Cohnمروزه آلبومين با استفاده از روش ا    
دليل استفاده از منابع خوني،  رو به از اين. دست مي آيد به

با پاتوژن هاي  HSAهمواره يك خطر بالقوه براي آلودگي 
. وجود دارد Bهاي ايدز و هپاتيت  خون نظير ويروس

علاوه بر آن در بسياري از كشورها از جمله ژاپن،  منابع 
فقط  اين كشور مثال در طور به. است سمايي محدودپلا
درصد آلبومين توليد شده از منابع پلاسماي داخلي تهيه 26
 (. 6)شود مي
بنابراين با توجه به اين محدوديت ها و به منظورامكان     

دستيابي به مقادير بيشتر و هزينه كمتر، دستيابي به يك 
 ،لبومينخطر براي توليد آ روش جايگزين صنعتي و بي

موردنظرمحققان اكثــركشــورهاي دنيــا ازجمله ايــــران 
تنهــا بتــوان نياز داخلي را به اين  است تا نه قرار گرفته

محصول پرمصرف برطرف كرد بلكه زمينه صادرات آن نيز 
  .فراهم شود

تواند  تن است كه مي 454مصرف ساليانه آلبومين دردنيا    
. مصرف محصول باشد يك تضمين خوب براي بازار

طرف كردن اين نياز و توليد آلبومين عاري از  منظور بر به
هاي بيوتكنولوژي استفاده گرديده  از روش ،هرگونه آلودگي

 (.7)است 
در اين راستا اين تحقيق با هدف توليد آلبومين نوتركيب     

با استفاده از مخمر هانسـونلا پلـي مورفـا انجـام گرفـت و      
در ايـن   HSAامترهاي موثر در ميـزان بيـان   چنين اثر پار هم

 .مخمر ارزيابي گرديد

 ها مواد و روش
 مشخصات سوش و پلاسميد 

مخمر استفاده شده در اين مطالعه، هانسونلا پلي مورفـا      
11RB-     ــوش ــه از س ــود ك ــيل ب ــه يوراس ــك ب  اگزوتروفي

 پلاسـميد (. 8)دست آمـده اسـت    به ATCC35438وحشي 
pFPMTMFαHSA داراي ژن HSA   ــروتئين ــراي بيــان پ ب

آلبومين مي باشد كه توسط محققـان دانشـگاه دوسـلدورف    
 FMDپلاسـميد فـود داراي پروموتـور    . آلمان طراحي شد

ايـن پلاسـميد داراي   . مي باشد كه قابل القا با متانول اسـت 
cDNA  ژنHSA  (1760pb)،   ــاتور  MOX  (353bp)ترمين

ساكاروميســ  مشــتق از  (255bp)و قطعــه ســيگنال پپتيــد 
HARSتـوالي  اين پلاسـميد حـاوي   . سرويزيه مي باشد

و  2
amp و URA3ماركرهاي انتخابي 

R     اسـت كـه از پلاسـميد
pFPMT121 (1شكل) مشتق شده است. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 FMDشامل  ،را نشان مي دهد pFMT-MFαنقشه پلاسميد  :1شكل 
(Fumarate Dehydrogenase) عهده دارد كه نقش پروموتور را بر.  

عنوان سيگنال پپتيد، قطيه الحاق  به MFα  (Mating Factor)توالي
چنين ژن يوراسيل و  هم MOXژن آلبومين و ترميناتور   cDNAشده 

 HARS 1 ژن مقاوم به آمپي سيلين بينوان ماركر انتخابي و توالي
 .در اين پلاسميد قابل مشاهده است Oriعنوان  به
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هاي  ا و غربال سلولفسونلاپلي مورترانسفورماسيون هان
 HSAترانسفورم شدة حاوي ژن 

ترانسفورماسيون هانسونلا پلي مورفا و پايدارسازي     
هاي ترانسفورم شده طبق روش الكتروپوريشن انجام  سلول
هاي ترانسفورم شده  بعد از ترانسفورماسيون، سلول(. 9)شد

شرايط بارطي مراحل متناوب كشت بدون تغيير  84تا حدود
درون ( سر به انتها)صورت رديفي  پلاسميدها به. تكثيريافتند

منظور حذف پلاسميدهاي  به. ژنوم مخمرالحاد شدند
دو مرحله پايدارسازي تحت شرايط غير  ،غيرالحاقي

 . انتخابي انجام شد
هاي ترانسفورم شده كه پلاسميد  در مرحله بعدي سلول    

. لي حذف شدندالحاقي ندارند از طريق فرآيند غربا
 هاي ترانسفورم شده انتخابي بر روي محيط  سلول

YPD  2% ( v/w ) peptone, 1% (v/w)Yeast extract, 

 2% (v/w) glucose    
 (. 14)به منظور نگهداري كشت داده شدند

 
 كشت درون فلاسك 

در هانسونلا پلي مورفا،  HSAبراي بهينه سازي بيان     
اين پارامترها . لعه قرارگرفتچندين پارامتر مورد مطا

هاي كشت مختلف، دماي انكوباسيون،  عبارتند از محيط
اثر تمام پارامترها براي . آنتي پروتئازها و زمان انكوباسيون

هم به صورت مجزا و هم در ارتباط با يكديگر   HSAبيان 
 . مورد مطالعه قرار گرفتند

 
 محيط كشت و شرايط كشت 

 Stockازپليت  HSAكننده توليديك تك كلني از سوش     
ايع م YPDترمحيط لي ميلي 3مخمربرداشته شد ودرون حاوي

 34 ،25 دماي مختلف سه ها در اين محيط. كشت داده شد
 دور 184 انكوباتور شيكردار با درگراد  درجه سانتي 37 و
 . دقيقه انكوبه شدند در
 ،Derepressionهاي  محيط تلقيح براي ها محيط اين از    
 (YNB 1% Glycerol with phosphate 0.5M buffer, 

YNB 1% Glycerol without buffer, YP 1%Glycerol)  
 ODها از طريق اندازه گيري  ميزان رشد سلول. استفاده شد

نانومتر با استفاده از دستگاه  664محيط كشت در طول موج
مشخص ( Biophotometrمدل  (Eppendorfاسپكتروفتومتر

هاي هانسونلا  وزن خالص سلول g/l3/4ادل مع OD=1)شد
هاي  محيط ،ها منظور جداسازي سلول به(. پلي مورفا است
دور در دقيقه سانتريفيوژ  2544هاي مخمر با  حاوي سلول

(HERMLE  324مدل Z )  سلولي  رسوبشدند و سپ
از اين سوسپانسيون . شد مخلوطبا آب مقطر استريل 
 54حاوي ليتر ميلي 544فلاسك 3سلولي به منظور تلقيح 

ها  اين فلاسك. استفاده شد هاي ذكر شده محيطاز ليتر  ميلي
درجه  37و 25،34طور جداگانه در سه دماي مختلف  به

 (. 11) در انكوباتور شيكر دار انكوبه شدندگراد  سانتي
 
 متغير دما  

به علت سازگاري هانسونلا پلي مورفا با دامنه وسيعي     
ه دماي گراد، س سانتيدرجه  44تا  25از دما يعني از 
را هم ( گراد درجه سانتي 37و 34، 25)مختلف انكوباسيون 

صورت مجزا و هم در رابطه با ديگر پارامترها مورد  به
 (.  12)گرفتمطالعه قرار 

 
 متغير آنتي پروتئاز 
 ، Pepestatin 1M اويـازي حـي پروتئــوط آنتـمخل    

PMSF 200μM،  Leupeptin 1μM محلول درEDTA 

100μM  64/1، 44/1  ،24/1  ،14/1)با تيترهاي مختلف ،
 72و  48، 24بعد از . هاي كشت اضافه شد به محيط( 84/1

گراد  درجه سانتي 37و 34، 25ساعت زمان انكوباسيون در 
تمام آنتي پروتئازها )موردارزيابي قرار گرفت  HSAغلظت 
 (.7( )خريداري شده بود DAKOاز شركت 

 
 مان انكوباسيون ز 

منظور  ساعت به 72و24،48سه زمان انكوباسيون مختلف    
 .ترشحي بررسي شد HSAدستيابي به بالاترين ميزان 

  
  RT-PCRبا استفاده از   RNAآناليز  
    RNA  با استفاده از كيت )مخمري توسط روش تريزول

High isolation kit  كمپانيRoche ) جداسازي شد و
قرار  استفاده مورد cDNA گويي براي ساختعنوان ال به

يك مرحله  در (PCR) اي پليمراز واكنش زنجيره. گرفت
استفاده از  با HSA ژن 770bp cDNAقطعه  .شد انجام
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 'S-22mer 5اختصاصيهاي پرايمرو  randomپرايمر 

(TTG CCT TTG GTC AGT ATC TTC A 3'  و 
AS-23mer  5' ACA GAG GTT TTT CAC AGC ATT 

CC-3' ) تكثير يافت . 
 

 وسترن بلات پروتئين با روش آناليز 

 YPDمحيط ليتر ميلي 3از  μl164براي تشخيص آلبومين     
 Derepressionمحيط ليتر ميلي 3تلقيح شده برداشته و به

روز انكــوباسيون،   شبــانه 2از بعد مايع روييو  تلقيح شد
  اـه نـپروتئي. دـي شـبررس SDS-PAGEروي ژل رـب

 غشا جريان الكتريسيته از روي ژل به با استفاده از
PVDF  (Polyvinyl De Fluoride)  اين غشا . منتقل شدند

 سپ  در بافر بلوكه كننده
 (5/7 =pH ، Tween20 1/4%، Nacl9/4 %،mM Tris144 )

 . به مدت يك ساعت در دماي اتاد تيمار شد
بافر بلوكه ر ليت ميلي 64آنتي بادي هاي متصل شونده در     

( HSA μl)124بادي خرگوش ضد  كننده حاوي آنتي
% 85/4بار با سالين  سه PVDFغشا . فرصت اتصال را يافتند

سپ  در بافر . شستشو شد mg54 ،Tween 20حاوي 
خرگوشي كونژوگه  IgGبلوكه كننده حاوي آنتي بادي ضد 

 . ساعت در دماي اتاد انكوبه شد 1با پراكسيداز به مدت 
 اوي ـرا حـدرون يك سوبست اـغش ،د از شستشوـعب    
(w/v 46/4% ،4 نفتل و  1-كلرو H2O241/4 )% به همراه

آب مقطر انكوبه شد تا باندهاي پروتئين آلبومين رنگ 
 . گرفته و مشخص شوند

 
 HPLC ابپروتئين  آناليز
در دور  7544هاي كشت حاصل ازفلاسك در نمونه    
 HSAخلوص يفيوژ شدند و دقيقه سانتر 5مدت  بهدقيقه 

آلبومين استاندارد و ساختار مولكولي آن در مايع رويي با 
 HPLC ،KNAUERتجاري توسط سيستم كروماتوگرافي 

محافظ، ستون  پمپ، ،injector -دتكتور UV شامل
  TSK-gel G3000 SW × L  اصليو ستون  رركورد

(7.8×300mm, Tosoh,Japan)  مقايسه گرديد. 
 و فشار ml/min5/4سرعت جريان از يستم ساين در     
ميكروليتر از  5پ  از تزريق  ،ميلي پاسكال 5از  كمتر

 =7/6pHبافر فسفات )نمونه و عبور محلول شستشو 
M1/4 )استفاده شد. 
 nm284هاي موجود در نمونه در  جذب نوري پروتئين    

 .اندازه گيري و منحني مربوطه رسم شد
 

 Elisaروش گيري آلبومين با  اندازه
هاي مخمر  هاي حاوي محيط هاي كشت و سلول لوله -1

در دماي  مايع روييمنظور جداكردن  دقيقه به 14به مدت 
 . سانتريفيوژ شدنددور در دقيقه  2544 محيط با

 244/1يا  144/1هاي  به نسبت PBSبا  هاي رويي مايع -2
 .رقيق شدند

رقيق  PBSچنين پروتئين استاندارد مطابق جدول با  هم -3
 (. براي تهيه نمودار استاندارد)شد 
رقيق شده، استاندارد  مايع رويي Coating ،μl54مرحله -4

 .ريخته شد  خانه اي 96هاي پليت  و بلانك در چاهك
درجه  4در  حركتپليت به مدت يك شبانه روز بدون  -5

 . سانتي گراد قرار گرفت
 ا محلول رويي پليت دور ريخته شد و چاهك ها ب -6

μl244PBS   سه بار شستشو داده شد. 
خارج  PBSاي،  باكوبيدن پليت برروي چند كاغذ حوله -7
 .شد
را به  Blockingاز محلول  Blocking ،μl244مرحله  -8

ساعت در دماي اتاد شيك  هر چاهك اضافه و به مدت يك
 . گرديد
شستشو داده شدند و سپ   PBSچاهك ها سه بار با  -9

 .خارج شد PBSبر روي كاغذ حوله اي  با كوبيدن پليت
 . مطابق پروتكل اضافه شد 2444/1آنتي بادي باغلظت  -14
مطابق دستورالعمل سه بار شستشو  PBSها با  چاهك -11

 . داده شدند
به هر  TMBاز محلول  Development ،μl144مرحله  -12

كه رنگ همه چاهك ها آبي  طوري چاهك اضافه گرديده به
براي توقف اين  M1اسيد فسفريك  μl144و سپ   شد

 ه رنگ آبي به زرد تغيير پيدا كرد كهو در نتيج  مرحله اضافه
هاي  سري از جدول. خوانده شد nm454طول موج در 

استاندارد به منظور رسم منحني استاندارد براي بررسي 
 .استفاده شد Elisaميزان پروتئين مشخص شده در روش 
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700 bp 

1           2           3 

 نتايج
، پارامترهاي موثر در توليد HSAبيان  افزايشبه منظور     

نتايج نشان . آلبومين در فلاسك مورد مطالعه قرار گرفت
 هايي كه در محيط حاصل از سلول HSAكه ميزان توليدداد 

YNB 1% Glycerol Phosphate buffer   
اند، بيشتر از محصول سلول هايي است كه در دو  رشد كرده

 :وجود دارند محيط كشت ديگر يعني محيط هاي زير
YP 1% Glycerol, YNB 1% Glycerol without buffer  

نسبت  44/1وتئاز با تيتر هاي كشت حاوي آنتي پر محيط    
بيشتري  HSAهاي كشت فاقد آنتي پروتئاز، ميزان  به محيط

و   48، 24از ميان سه زمان انكوباسيون يعني .را نشان دادند
ساعت  48ط به زمان ساعت، بيشترين ميزان توليد مربو 72
يعني استفاده از پ  از مشخص شدن بهترين شرايط . بود

حاوي آنتي پروتئاز  YNB 1% buffered Glycerolمحيط 
د ـتوليساعت  48گراد  بـراي  درجـه سانتـي 37، در44/1
 ه ــب HSA دـا،  ميزان توليـهانسونلاپلي مورف ومين درـآلب
 

mg/l 6/17رسيد. 
RT-PCR  

هاي ترانسفورم  در سلول HSAمطالعه ميزان بيان براي     
 .و پروتئين آناليز شدند  mRNAشده، كل ميزان 

    RNA در مطالعه  موردRT-PCRهاي كشت  ، از سلول
 YNB 1% Glycerol Phosphate Buffer داده در محيط
 Random پرايمرهاي استفاده از با و. استخراج شد

Hexsamer   ،تكثير قطعه مورد نظر و پرايمرهاي اختصاصي
محصولات حاصله براي بررسي بر روي ژل آگار و  هشد

 (.2شكل )برده شد 
توليـدي   HSAآناليز وسترن بلات نيـز بـراي تشـخيص        

نتيجه وسترن بلات نشان داد كه بيشـترين ميـزان   . انجام شد
HSA هـايي اسـت كـه در محـيط                       ترشحي مربوط به سلول

YNB 1% Glycerol Phosphate Buffer ــه ــدت  ب  48م
.(3شكل) اند گراد انكوبه شده درجه سانتي 37ساعت در 

 bp144ماركر (  1  :2شكل 
 2 )cDNA   ساخته شده با استفاده ازRandom primer  
 8 )cDNA ساخته شده با استفاده از پرايمر اختصاصي
 

هاي  محيط مايع روييبراي  نتيجه آزمايش وسترن بلات :8شكل 
حاوي  مايع رويي 7تا  1نمونه هاي . خمر استهاي م كشت سلول

HSA مي باشد . 
M) ماركر ملكولي پروتئين. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

دست آمده مربوط به مخلوطي از پروتئين ها از  منحني به : 4شكل 
دقيقه خارج شده و  15-17جمله آلبومين مي باشد كه در زمان 

ط به پروتئين هايي با وزن ملكولي كمتر از آلبومين پيك ديگر مربو
 .دقيقه ثبت شده است 28الي  22هاي  است كه در زمان

 
مقايسه دياگرام مربوط به نمونه مورد نظر با نمونه     

دقيقه  16زمان خروج  كه داراي پيك تيز و)استاندارد 
از وجود پروتئيني با  ينشان( مربوط به آلبومين خالص است

 چنين  لكولي بسيار نزديك به آلبومين و هموزن م
 هايي با وزن ملكولي كمتر از آن مي باشد كه پروتئين

ها با وزن ملكولي كمتر بر اثر تجزيه  اين پروتئين الًاتمحا

67kD 

54kD 

rHSA 

monomer  

 

Degraded 

fragment 

 

        M            1    2      3     4      5     6     7    
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بايد در مراحل بعدي  ووجود آمده اند ه ملكولي آلبومين ب
 . (4شكل) نسبت به جداسازي آنها اقدام شود

 
 بحث

آلبومين نوتركيب خط توليد  ،انجام اين بررسيدر نتيجه     
اندازي شـد و عوامـل مـؤثر بـر      در مقياس آزمايشگاهي راه

مـورد   HSAافزايش بيان آلبومين و در نتيجه افزايش توليـد  
هاي وسترن بلاتينگ  با استفاده از روش. گرفتبررسي قرار 

حداكثر ميزان آلبومين قابل دسترس در اين بررسي  Elisaو 
mg/l6/17  بود. 
دست آمده از تحقيق حاضر كه در ايـران انجـام    نتايج به    

گرديد كاملًا مشابه و قابل مقايسه با نتايج بررسي مـوازي و  
مشــابهي بــوده اســت كــه بــا همكــاران ديگــر در دانشــگاه 

 .دوسلدروف انجام شد
برمطالعات اوليه كه در مقياس آزمايشگاهي انجام   علاوه    
مطالعات  آمده در اين دست يط توليد بهسوش و شرا ،گرفت

در مقياس نيمه صنعتي بـا اسـتفاده از فرمـانتور در مؤسسـه     
 فرانهوفر آلمان مورد بررسي قرار گرفت كه نتـايج گـزارش  

 

 .است آلبومين بوده mg/l478شده حاكي از دستيابي به  
مطالعات مشابهي كه در كشـورهاي كـره و ژاپـن بـا     در     

انجام گرديده نشان  H.polymorpha DH1استفاده از سوش 
به مقـادير   ،كه در مقياس آزمايشگاهي اين تحقيق شدهداده 
mg/l25-24 سـازي شـرايط و    اند و پ  از بهينـه  يافته دست

ه صـنعتي بـه   م ـآلبـومين در مقيـاس ني  توليـد   ،عوامل مـؤثر 
mg/l1444-1244 مقايسه ايـن   .(6 ،13) افزايش يافته است
تـر   وسيع و ست كه انجام مطالعات دقيق ترانگر آن ابينتايج 

توانـد در افـزايش ميـزان توليـد      در مقياس نيمه صنعتي مي
 .آلبومين مؤثر باشد

 
 تشكر و قدرداني

 ــ     ــه از آقاي ــندگان مقال ــيله نويس ــر  انبدينوس ــد دكت احم
سـودابه   هـا  ، خـانم كامران موسوي حسينيباغيان و دكتر  قره

يـا بـه خـاطر    نه نوروزپـي و صـديق   بنازاده، صـديقه چابـك  
شودبودجه اين  متذكر مي. نمايند همكاري صميمانه تشكرمي

 و مركزكشور ريزي  تحقيق توسط سازمان مديريت و برنامه
 .انتقال خون ايران تأمين گرديده است  تحقيقات سازمان
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Abstract 
 
Background and Objectives 
Human serum albumin (HSA) is the major protein component of human plasma. It plays a very 
important role in transporting of macro molecules and maintaining the normal osmolarity. It is 
used as a therapeutical protein in patients with hypoalbuminemia and acute bleeding and 
burning. Albumin consumption in the world is about 500 ton/year. The aim of this research is 
to study the production of rHSA in shake flask culture by Hansenula polymorpha. 
 
 Materials and Methods
H. polymorpha was used for the production of recombinant human serum albumin (rHSA) in 
several of shake flask culturing; expression of rHSA was investigated relating several 
parameters affecting the expression of HSA. To optimize the secretory expression of rHSA 
under the control of FMD promoter in H. polymorpha RB-11 incubation time, culture media 
temperature and protease inhibitors were analyzed. 
 
Results 
This study not only established production of rHSA in yeast but also analyzed the correlation 
between affecting parameters and the level of HSA expression. Comparison of the HSA levels 
in the culture supernatants showed that the highest HSA yield was 17.6mg/l. The research 
shows  that  among three different temperatures (25

o
C,30

o
C and 37

o
C) 37

o
C was the best 

temperature and amongst three different incubation times (24h,48h and 72h) 48h was the 
optimum time and YNB 1% glycerol with buffer was the best derepression medium  in 
comparison with others. 
 
Conclusions 
Using these optimized conditions, stable production of rHSA of around 17.6mg/l was 
achieved. Our results suggest that affecting experssion factors improved in this study are 
suitable for production of recombinant albumin. 
 
 
Key words:  Hansenula polymorpha, Yeast, Human serum albumin, Affecting factors 
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