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 چکیده

این های گنادوتروپینی است. ی هورمونهورمون محرک فولیکولی انسانی، یکی از اعضای خانواده 

د هترودایمر است که از دو زیرواحمانند دیگر اعضای این خانواده، ماکرومولکولی گلیکوپروتئینی  هورمون

نامیده  β دیگرو زیر واحد  αزیرواحد عمومی مشترک در تمام اعضای این خانواده  تشکیل شده است.

در درمان ناباروری  به عنوان داروباروری زنان و مردان نقش دارد و  دربطور طبیعی این هورمون  د.وشمی

 صورت نوترکیب و استخراجی ازدو گردد. تولید صنعتی این دارو امروزه به ای استفاده میبطور گسترده

رد. تولید این هورمون بصورت نوترکیب و با کمک مهندسی ژنتیک مزایایی گیادرار زنان یائسه صورت می

 LHآلودگی باهورمون  عدممواردی مانند توان دارد که از آن قسم می ارراز اد نسبت به نوع استخراجی

تیجه . در نتر را نام بردآسانسازی خالص ریونی و همچنینزای ویروسی و پعوامل بیماریآلودگی با  عدم، 

 این دارو در مقیاس . تولیدیافته استتمایل به تولید این دارو بصورت نوترکیب روز به روز افزایش 

. بدین انجام پذیردبیشترین بازده و با ، است که با کمترین هزینه ممکن هوجیدارای ت هنگامی صنعتی

 یمیزان سرم جنین گاو کاهش تاثیر، ده است که برای کاهش هزینه تولیدمنظور در این مطالعه سعی ش

 .رددگ بررسی، کشتترین ترکیبات محیطیکی از گرانبه عنوان  CHOهای نوترکیب کشت سلولمحیط

مد نظر قرار   pH کشت مانند دما وعلاوه بر این برای بالا بردن میزان بیان این هورمون شرایط محیط

 pHدما و (، 3/6-6/3)در بازه pH(  و C°33-C°82. در این مطالعه با تغییر دما در بازه )ه استگرفت

در انتها تاثیر این دو عامل بطور همزمان بر میزان  و ای که در آن بیشترین بیان وجود دارد تعیین گردید

 7ترتیب ی در این آزمایش که بهو دمای بهینه  pHو مشاهده گردید با تاثیر  بیان هورمون بررسی شد.

 برابر افزایش داد. 91میزان بیان را تا  FBS%3باشد و در محیط حاوی می  C°82و 

، افزایش بیان سازی شرایط  محیط کشتهورمون محرک فولیکولی، بهینه:  كلمات كلیدی
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 935............................................................................................... با استفاده از روش برد فوردگیری غلظت پروتئین اندازه -3-96

 FBS ................................................................................................. 936ها در درصدهای مختلف غلظت کلی پروتئین -3-96-9

 933............................................................................................................ های مختلفها در دماهایغلظت کلی پروتئین-3-96-8

 932............................................................................................................... های مختلفpH ها در غلظت کلی پروتئین -3-96-3

 932............................................................................................................................... بهینه بطور همزمانpH بررسی دما و  -3-93

 919............................................................................................................................................... نتایج حاصل از روش تاگوچی -3-92

 913....................................................................................................................................... گیری كلیم: بحث و نتیجهچهارفصل 

 911............................................................................................................................................................................................... بحث -1-9



 ز

 912......................................................................................................................................................................... گیری کلینتیجه -1-8

 911....................................................................................................................................................................... ی پیشنهاداتارائه -1-3

 911...........................................................................................................................................................................................فهرست منابع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ح

 فهرست جداول

 صفحه           عنوان

 10 ............................................................................................................................................. های مورد استفاده(: دستگاه9-8جدول)

 13 ............................................................................................................................. (:آنزیم مورد استفاده در این پژوهش8-8جدول)

 DNA ............................................................................................................................... 11(: نشانگرهای وزن مولکولی 3-8جدول)

 11 ................................................................................................................................نشانگرهای وزن مولکولی پروتئین(:1-8جدول)

 11 ..................................................................................... های مورد استفاده برای انجام وسترن بلاتینگبادی(: آنتی5-8جدول)

 15 ....................................................................................................................................................های آزمایشگاهی(: کیت6-8جدول)

 CHO ....................................................................................... 16(: مواد آزمایشگاهی مورد استفاده در کشت سلول 3-8جدول)

 12 ................................................................................ زیر واحد آلفا  PCR(: پرایمرهای طراحی شده برای واکنش 2-8جدول)

 12 ................................................................................. زیر واحد بتا  PCR(: پرایمرهای طراحی شده برای واکنش 1-8جدول)

 11 .................................................. زیر واحد آلفا Real-Time PCR(: پرایمرهای طراحی شده برای واکنش 90-8جدول)

 50 .................................................... زیر واحد بتا Real-Time PCR(: پرایمرهای طراحی شده برای واکنش 99-8جدول)

 TAE 50X ........................................................................................... 58 (:: نوع و مقدار ترکیبات موجود در بافر 98-8جدول)

 53 ................................................ انسانی  FSHزیرواحد آلفای هورمون PCR(: مواد لازم برای انجام واکنش 93-8جدول )

 51 ................ انسانی  FSHزیرواحد آلفای هورمون PCR(: برنامه دمایی مورد استفاده برای انجام واکنش 91-8جدول )

 51 ................................................... انسانی  FSHهورمون بتایزیرواحد  PCRمواد لازم برای انجام واکنش (: 95-8جدول)

 55 ................... انسانی  FSHی هورمونبتایزیرواحد PCR(: برنامه دمایی مورد استفاده برای انجام واکنش 96-8جدول)

 56 ........................................................................................................................ (: مواد لازم برای ساخت محیط کشت93-8جدول)

 FBS ....................................................................... 53(: مواد مورد نیاز برای ساخت محیط با درصدهای مختلف 92-8جدول)

 51 ...................................................................................................................................... (: مواد لازم برای پاساژ سلولی91-8جدول)

 69 .......................................................................................................................................... (: مواد لازم برای فریز کردن80-8جدول)

 66 ...................................................................................................................................... مواد موجود در کیت استخراج(89-8جدول)

 62 ......................................................................................... کنندهمیلی لیتر ژل تفکیک 5مواد لازم براس ساخت  (88-8جدول)

 62 .......................................................................................... کنندهمیلی لیتر ژل تغلیظ 3لازم براس ساخت (: مواد 83-8جدول)

 61 .............................................................................................................................. بافر(: مواد لازم بری ساخت رانینگ81-8جدول)

 30 ...... ی نوع یک در رنگ آمیزی نیترات نقرهمیلی لیتر محلول تثبیت کننده900مواد لازم برای ساخت (:85-8جدول)

 30 ......... نوع دو در رنگ آمیزی نیترات نقرهی میلی لیتر محلول تثبیت کننده900مواد لازم برای ساخت (:86-8جدول)

 39 ............................................................................................................................... ی محلول نیترات نقره(: طرز تهیه83-8جدول)



 ط

 38 ..................................................................................................................................... ی رنگ کماسی بلو(: طرز تهیه82-8جدول)

 38 ....................................................................................................................... بر رنگ کماسی بلوی رنگ(: طرز تهیه81-8جدول)

 33 .......................................................................................................... (:نوع و مواد مورد نیاز برای ساخت بافر انتقال30-8جدول)

 33 ................................................................................................................... محلول شستشو(:ترکیب مواد موجود در 39-8جدول)

 31 ............................................................................................................. ی محلول بلوکه کننده(:مواد تشکیل دهنده38-8جدول)

 cDNA ......................................................................................................... 33 ی اول(: مواد لازم برای سنتز مرحله33-8جدول)

 cDNA .......................................................................................................... 33ی دوم(: مواد لازم برای سنتز مرحله31-8جدول)

 cDNA ............................................................................................... 32 ی دمایی مورد استفاده برای سنتز(:برنامه35-8جدول)

 31 ........................................ سنتز شده cDNAبر رویβ-actinژن  PCRبرای واکنش(: مواد مورد استفاده 36-8جدول)

 31 ...................... سنتز شده cDNAبر روی β-actinژن  PCRبرنامه دمایی مورد استفاده برای واکنش (:33-8جدول)

 Real-time PCR ............................................................. 20(: برنامه دمایی مورد استفاده برای انجام واکنش 32-8جدول)

 28 .......................................................................................تاگوچیمورد استفاده برای روش (: شرایط آزمایشگاهی 31-8جدول)

 919...................................................................................... مختلف هایدر آزمایشISNیمحاسبه یج حاصل ازانت (:9-1جدول)

 919...................................................................................................بررسی تاثیر هر یک از پارامترها بر افزایش بیان(: 8-1جدول)
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 فهرست نمودارها

 صفحه           عنوان

 FBS ............................................................................................. 26%90(: نمودار تعداد سلول زنده در محیط حاوی 9-3نمودار)

 FBS ....................................... 23%90(: جذب خوانده شده متناسب با لاکتات تولیدی در محیط کشت حاوی 8-3نمودار)

 FBS ........................................... 22%90(: جذب خوانده شده متناسب با گلوکز موجود در محیط کشت حاوی 3-3نمودار)

 FBS ............................................................................................... 21%5(: نمودار تعداد سلول زنده در محیط حاوی 1-3نمودار)

 FBS .......................................... 10%5ده شده متناسب با لاکتات تولیدی در محیط کشت حاوی (: جذب خوان5-3نمودار)

 FBS .............................................. 19%5(: جذب خوانده شده متناسب با گلوکز موجود در محیط کشت حاوی 6-3نمودار)

 FBS ............................................................................................................. 18%3(:تعداد سلول زنده در محیط حاوی 3-3نمودار)

 FBS .......................................... 13%3(: جذب خوانده شده متناسب با لاکتات تولیدی در محیط کشت حاوی 2-3نمودار)

 FBS .............................................. 11%3(: جذب خوانده شده متناسب با گلوکز موجود در محیط کشت حاوی 1-3نمودار)

 FBS ...................................................... 15هایحاویدرصدهایمختلفهایزندهدرمحیطکشتایتعدادسلول(:مقایسه90-3)نمودار

 FBS ..................................... 16هایحاویدرصدهایمختلفهادرمحیطکشتمانیسلولایدرصدزندهنمودارمقایسه(: 99-3)نمودار

 FBS .................................... 16هایحاویدرصدهایمختلفهادرمحیطکشتمانیسلولی طول مدت زندهمقایسه (:98-3نمودار)

 FSH ی دو زیرواحد آلفا و بتای هورمونهای کدکنندهژن Real time PCRحصول (: منحنی ذوب م93-3نمودار)

 11 .......................................................................................................................................................................................................... انسانی

 هایصدبا در ییهاکشتهای کشت داده شده در محیطنسبت داده به سلول mRNA(: میزان 91-3نمودار)

 FBS ...........................................................................................................................................................................................909مختلف

 هایبا درصد ییهاکشتدر محیطهای رشدیافته در سلول انسانی FSH هورمونی میزان بیان مقایسه(: 95-3نمودار)

 FBS ...........................................................................................................................................................................................901مختلف

 905........................................................................................................... درجه سانتیگراد33ها در دمای رشد سلول:(96-3نمودار)

 906 .................................................................................................................درجه سانتیگراد33مانی در دمای زتده :(93-3نمودار)

 901......................................................................................................... درجه سانتیگراد31ها در دمای رشد سلول :(92-3نمودار)

 990.................................................................................................................درجه سانتیگراد31مانی در دمای زتده :(91-3نمودار)

 993........................................................................................................ درجه سانتیگراد 38ها در دمای رشد سلول :(80-3نمودار)

 991............................................................................................................... درجه سانتیگراد 38مانی در دمای زتده :(89-3نمودار)

 993........................................................................................................ درجه سانتیگراد 30ها در دمای رشد سلول :(88-3نمودار)

 993.................................................................................................................درجه سانتیگراد30مانی در دمای زتده :(83-3نمودار)



 ك

 980........................................................................................................ درجه سانتیگراد82ها در دمای رشد سلول: ( 81-3نمودار)

 980.................................................................................................................درجه سانتیگراد82مانی در دمای زتده :(85-3نمودار)

 983.......................................................................... های زنده در دماهای مختلفای  تعداد سلولنمودار مقایسه: (86-3نمودار)

 981.................................................................................................. مانی در دماهای مختلفای زندهدار مقایسهنمو: (83-3نمودار)

 983........................... نسبت داده شده در دماهای مختلف، طی چهار استخراج  mRNAی میزان (: مقایسه82-3نمودار)

، در دماهای  T 35انسانی )به نانوگرم( در هر فلاسک  FSH  (: نمودار میانگین میزان بیان هورمون81-3نمودار)

 982.......................................................................................................................................................................................................مختلف

 981...................................... های مختلف  pHها در ی تعداد سلول زنده در ابتدای فاز سکون سلولمقایسه(: 30-3نمودار)

 930..................................... های مختلف  pHها در ها در ابتدای فاز سکون سلولمانی سلولی زنده(: مقایسه39-3نمودار)

 933......های مختلف  pHها در در ابتدای فاز سکون سلولنسبت داده شده   mRNAی میزان (: مقایسه38-3نمودار)

 931.. های مختلف  pHها در در ابتدای فاز سکون سلول)نانوگرم( FSHهورمون ی میزان  بیان (: مقایسه33-3نمودار)

 935.................................................................................. آمده مربوط به تکنیک برد فورد(:نمودار استاندارد بدست31-3نمودار )

 FBS ...............935های مختلف های رشد یافته در غلظت(:میزان غلظت کلی پروتئین تولید شده از سلول35-3نمودار )

 936 ................................. های رشد یافته در دماهای مختلف(:میزان غلظت کلی پروتئین تولید شده از سلول36-3نمودار )

 933............................... های مختلفpHهای رشد یافته در (:میزان غلظت کلی پروتئین تولید شده از سلول33-3نمودار )

ایط بهینه و کنترلیردر ابتدای فاز سکون در شانسانی )نانوگرم( FSH هورمونی میزان  بیان (: مقایسه32-3نمودار)

 ....................................................................................................................................................................................................................931 

 931............................................................ مانی در ابتدای فاز سکون در شرایط بهینه و کنترلیی زنده(: مقایسه31-3نمودار)

 910............................................... ی تعداد سلول زنده در ابتدای فاز سکون در شرایط بهینه و کنترل(: مقایسه10-3نمودار)
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 فهرست تصاویر

 صفحه           عنوان

 2 ..................................................................................................................................................... انسانی  FSH(: هورمون 8-9تصویر)

 90 ........................................................................................................ انسانی  FSH: توالی زیرواحد آلفای هورمون  (8-9تصویر )

 99 .......................................................................................................... انسانی  FSH: توالی زیرواحد بتای هورمون  (3-9تصویر )

 LH ..................................................... 95به همراه تغییرات در میزان هورمون   FSH (: تغییرات میزان هورمون1-9تصویر)

 FSH .......................................................................................................... 93ی هورمون ای گیرنده(: توالی اسیدآمینه5-9تصویر)

 92 ............................................................................................................. اشبه گیرنده FSHی اتصال هورمون (: نحوه6-9تصویر)

 CHO ................................................................................................................................... 86 سلولیی های رده(: سلول3-9تصویر)

 PCR ..................................................................................................................................... 21نتایج حاصل از واکنش : (9-3تصویر)

 FBS ............ 13.های حاوی درصدهای مختلفهای رشد یافته درمحیط کشتاستخراجی از سلول RNA(: 8-3تصویر)

های استخراج استخراج شده از سلول   mRNAسنتز شده از  cDNAبر روی actβژن   PCR (: واکنش3-3تصویر)

 12 ........................................................................................................................................................ لفهای مختشده در محیط کشت

 Real-time PCR ..................................................................................................................900 (: محصول حاصل از1-3تصویر)

 FBS .............908. های کشت داده شده در درصدهای مختلف از پروتئین استخراجی سلول SDS-Page:(5-3تصویر)

 903.................................................................................................... (: تصاویر وسترن بلانینگ از دو زیرواحد آلفا و بتا6-3تصویر)

 903......................................................... درجه سانتیگراد33بر روی پروتئین استخراجی در دمای  SDS-Page(3-3تصویر)

 902................................................. درجه سانتیگراد 33(: وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی در دمای 2-3تصویر)

 999......................................................... درجه سانتیگراد31بر روی پروتئین استخراجی در دمای  SDS-Page(1-3تصویر)

 998.............................................. درجه سانتیگراد 31در دمای  (: وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی90-3تصویر)

 995...................................................... درجه سانتیگراد38بر روی پروتئین استخراجی در دمای  SDS-Page(99-3تصویر)

 996 .............................................. درجه سانتیگراد 38(: وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی در دمای 98-3تصویر)

 992...................................................... درجه سانتیگراد30بر روی پروتئین استخراجی در دمای  SDS-Page(93-3تصویر)

 991.............................................. درجه سانتیگراد 30(: وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی در دمای 91-3تصویر)

 989...................................................... درجه سانتیگراد82بر روی پروتئین استخراجی در دمای  SDS-Page(95-3تصویر)

 988............................................... درجه سانتیگراد  82(: وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی در دمای96-3تصویر)

 985.......................................................... استخراجی از سلول رشد یافته در دماهای مختلف  RNAاول (: گروه93-3تصویر)

 985.......................................................... استخراجی از سلول رشد یافته در دماهای مختلف  RNA(: گروه دوم92-3تصویر)



 ب

استخراج شده در دماهای مختلف   mRNAسنتز شده از  cDNAبر روی actβ ژن  PCR واکنش :(91-3تصویر)

 .................................................................................................................................................................................................................... 986 

 982.................................................................... های مختلفpHبر روی پروتئین استخراجی در SDS-Page : (80-3تصویر)

 981.................................................................. های مختلفpHوسترن بلاتینگ بر روی پروتئین استخراجی در :(89-3تصویر)

 933..................................................................................................... های مختلف pHاستخراج شده  در   RNA( :88-3تصویر)

 pHهایدر استخراج شده از سلول   mRNAسنتز شده از  cDNAبر روی actβژن   PCR واکنش :(83-3تصویر)

 933............................................................................................................................................................................................. های مختلف

 932........................................................................................................................................ وسترن بلاتینگ فاز نهایی: (81-3تصویر)
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