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دستکاری ژنتیکی سویه آکرومونیومی تولید کننده سفالوسپورین C به منظور افزایش 
تولید این آنتیبیوتیک  
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مقدمه 
    سفالوسـپورین C(CPC) بـه عنـوان مـهمترین پیشســاز 
آنتیبیوتیکـهای سفالوسـپورینی، تحـت شـرایط خـــاصی از 
ـــامیده  گروهـی از قـارچـهای محیطـی کـه آکرومونیومهـا ن
میشوند، به عنوان یک متابولیت ثانویه تولید میگردد(1و 2). 
ژنهای تولید کننده این ماده در اغلب سویههای تولیــد کننـده 
آنها تحت تأثیر عناصر کربنی و نیتروژنی مختلف مهار شده 

و ابراز نمیگردنـد. اما در شرایــط خاص محیطــی(3) یا در  
 
 
 

 
 
 
 

بعضی از سویههای تغییر یافته ژنتیکی آکرومونیومی، این   
مهار صــورت نگرفتـه بنـابراین تولیـد CPC رخ میدهـد(4). 
ــواره در صـدد راهیـابی بـه  شرکتهای تولید کننده CPC هم
ایجاد و جداسازی سویههای با مهار ابراز ژنــی کمـتر و بـا 
توان تولیـــد CPC بالاتر هستند که در طی 4 دهــه گذشـته 
موفقیتهای چشمگیری را در این مورد داشتهاند بطــوری کـه 

میزان تولیــد CPC در سویههـای مولــد مورد ادعای ایــن  
 
 
 

چکیده  
    میزان تولید سفالوسپورین C(CPC) در سویههای تولید کننده این ماده در ارتبــاط بـا مـیزان ابـراز یـا مـهار
ژنهای تولید کننده آن است. هدف از این مطالعه تغییر ژنتیکی ســویه تولیـد کننـده سفالوسـپورین C بـه منظـور
ــویه اسـتاندارد تولیـد کننـده آکرومونیـوم کرایـزوژنـوم افزایش تولید این ماده بوده است. در این بررسی از س
ــا بسـتر DSM2399 به عنوان سویه والد استفاده شد. عملیات موتاژنز روی محیطهای تولید بهینه سازی شده ب
جامد صورت گرفت و موتاژنهای مورد استفاده، اشعه UV و NTG بودند که میزان بهینه آنها جهت موتاژنز به
دست آمد. انتخاب موتانتها بــه صـورت اتفـاقی و نـیز بـه صـورت جـهتدار (در حضـور ++Hg و نیسـتاتین)
صورت گرفت. میزان تولید موتانتها در محیطهای تولید با روشهای سنجش بیولوژیکی و HPLC بررسی شد و
تولید نهایی CPC در موتانت نهایی برنامه موتاژنز با روش طیف سنجی جرمی تــأیید گردیـد. بـر اسـاس نتـایج
حاصل از این مطالعه میزان بهینه دوز موتاژن UV برابر 200 ثانیه و دوز تیمار NTG برابر بــا 7-5 دقیقـه بـه
دست آمد و میزان دوز مهاری ++Hg و نیستاتین روی سویه به ترتیب 0/006 و 0/3 گرم در دسیلیتر بــود. بـا
هر دو موتاژن و در هر دو روش انتخاب موتانتها، سویههای با تولید افزایش یافتــه CPC بـه دسـت آمدنـد امـا
اثرات UV و به کارگیری ++Hg در میزان موتاژنز و نیز در میزان افزایش تولید CPC بارزتر بود. در برتریــن
سویه حاصل از این عملیات، تولید CPC به میزان 2/3 برابر افزایش یــافت. حضـور CPC در محیـط تولیـد ایـن
سویه با نشان دادن یون مولکولی 415 در طیف جرمی آن تأیید شد. بطور کلی میتوان نتیجــه گرفـت کـه تغیـیر
ساختار ژنتیکی سویه مولد CPC مقدور بوده و میتوان سویههای موتانت با تولید برتر را با عملیات موتــاژنـز

به دست آورد. 
         

کلیدواژهها:   1 – بهینهسازی سویه   2 – آکرومونیوم    3 – موتاژنز  

این مقاله خلاصهای است از پایان نامه دکتر محمد ساروخانی جهت دریافت دکترای بیوتکنولوژی به راهنمایی خانم دکتر نسرین معظمی و مشاوره دکتر مرتضی آذرنوش،
سال 1381. بخشهایی از این مقاله در دومین کنگره بیوتکنولوژی در کرج سال 1380 و ششمین کنگره بیوشیمی در تهران سال 1380 ارائه شده است. همچنین این مطالعــه

تحت حمایت مالی انستیتو پاستور ایران انجام شده است. 
I) استادیار بیوتکنولوژی، دکترای علوم آزمایشگاهی، دانشکده بهداشت و پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی قزوین(*مولف مسئول). 

II) دانشیار بیوتکنولوژی، سازمان پژوهشهای علمی ایران، خیابان نصرت، تهران، ایران. 
III) استادیار بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور، تهران، ایران. 
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ــه  شرکتها نسبت به سویههای اولیه صدها برابر افزایش یافت
ــت ایـن موفقیتهـا بـه کـارگـیری روشـهای  است(1و 5) که عل
ــت. ایـن  بهینهسازی سویه با دستکاریهای ژنتیکی بوده اس
روشها شامل روشهای موتاژنز و انتخــاب روشـهای درهـم 
 DNA آمیختـن پروتـوپلاسـتی و فرآیندهـای نـــو ترکیبــی
ــر یـک  میباشند(1و 6). اگر چه تولید CPC با به کار گیری ه
از روشهای فوق افزایــش مییـابد امـا بـا توجـه بـه دخـالت 
ــن  صدها ژن در کنترل تولید CPC(4) اصلیترین و مؤثرتری
روش در طی دهههای گذشته در افزایش تولیــد CPC روش 
موتاژنر و انتخــاب بـوده اسـت(7و 8) کـه در طـی آن سـویه 
تولید کننده (آکرومونیوم کرایــزوژنـوم) بطـور مکـرر تحـت 
ــیره) و شـیمیایی  تأثیر موتاژنهای مختلف فیزیکی (UV و غ
(NTG و غـیره) قـرار گرفتـــه و ســپس مــیزان تولیــد در 
ــترل و سـویه بـا تولیـد برتـر  سویههایی که زندهماندهاند کن
انتخاب و برای مرحله بعدی به کار گرفته میشود که به این 

ترتیب میزان تولید در هر مرحله افزایش مییابد(1، 5، 9و 10).  
    در مطالعـات قبلـی(11) ضمـن غربـــالگری و جداســازی 
ــرای تولیـد  سویههای تولید کننده CPC، محیطهای مناسب ب

CPC در سویه برتر معرفی شده است.  

ــویههای طبیعـی      از آنجائیکه میزان تولید CPC در این س
بسیار ناچیز بود، هدف ما در ایــن تحقیـق در ادامـه مطالعـه 
ــتکاریهای ژنتیکـی سـویه تولیـد کننـده CPC بـا  قبلی، دس
روشهای موتاژنز و انتخاب به منظــور افزایـش تـوان تولیـد 

CPC در آن بوده است.  

 
روش بررسی 

ــــه تولیـــــــد کننـــــده      در ایــــن مطالعــــه از سویــ
ـــام 2399  برتـــــر ذکــر شــده در مقالــه قبلــی(11) بــه ن
Acremonium chrysogenum DSM بــرای انجــــام 

فرایندهای بهینـــهسازی و تغییـــر ژنتیکی استفاده شد.  
    برای موتاسیون فیزیکی از اشعه UV با استفاده از لامپ 
ــوج 260 و در فاصلـه 28  فیلیپس با قدرت 20 وات و طول م
 NTG ــــیمیایی از ســـانتیمتری و بـــرای موتاســـیون ش
ــیگـرم در میلیلیـتر  (Nitrosoguanidine) با غلظت یک میل

استفاده گردید(12) میـزان بهینـه موتــاژنـهای فـوق بـا قـرار 
ــر شـده  دادن سوسپانسیون اسپوری سویه تولید کننـده ذک
ــن موتـاژنـها و کنـترل تولیـد  در معرض زمانهای مختلف ای
CPC در زنده ماندههای حاصل از موتاژنزها(روش منحنــی 

ــد(13) و بـا ایـن زمانـهای بهینـه،  میزان ـ پاسخ) به دست آم
عملیات و سیکلهای متعدد موتاژنز سویه انجام گردیــد(7) از 
محیطهای تولید مشــخص و کمپلکـس برتـر تعییـن شـده در 
ــی(11) و بـا افـزودن آگـار 15 گـرم در لیـتر جـهت  مقاله قبل
جامدسازی آنها به عنوان بســتر فرایندهـای موتـاژنـز فـوق 
استفاده گردید. روشهای انتخاب سویههای برتــر حـاصل از 
موتاژنــز، شـامل انتخـاب اتفـاقی(Random) و نـیز انتـخاب 
ـــور  جـهتدار(Selective) کـه بـا انجـام موتـاژنـز در حض
غلظتهای به دست آمده از مهارکنندههای ++Hg(HgCl2) و 
نیستاتین و گزینش سویههای مقاوم به اثرات مهاری این دو 

ماده بود انجام شد(1، 8و 12).  
    در هر مرحله سویه برتر علاوه بر کدگذاری، برای مرحله 

بعدی و با موتاژن دیگر به کار گرفته شد.  
    جهت سنجش CPC در محیطهای تولید از روش سـنجش 

ـــاس   بیولـوژیکـی(Bioassay) و بـا اسـتفاده از سـویه حس
ــــیز از روش  Alkaligenes faecalis ATCC8750 و ن
ـــد CPC در  HPLC اسـتفاده شـد(7و 11) اثبـات نـهایی تولی

محیطـهای تولیـــــد سویـــه موتـانت نهایــــی حـــاصل از 
برنامه موتاژنــز بـا اسـتفاده از متــد طیـف سـنجی جرمـی 
 Varian و با استفاده از سیســتم (Mass Spectrometery)
و در مقایسه با اســتاندارد خـالص CPC(Sigma) صـورت 

گرفت(14). 
 

نتایج 
    میزان بهینه دوز اشعه UV جهت انجام عملیات موتاژنــز 
روی سویه مولد برابر 200 ثانیه و میزان بهینه NTG برابر 
7-5 دقیقه به دست آمد. مقادیر غلظتهای مهاری به کار برده 
ـــد شـده کـه در حضـور  شده در بستر محیطهای تولید جام
آنـها سـویه مولـد قـادر بـه رشـد نیســـت بــرای ++Hg و 
نیستاتین به ترتیب 0/006 و 0/3 گرم در دسیلیتر به دســت 
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آمـد کـه از چنیـن غلظتهایــی بـرای انجـــام موتاســیونهای 
جهتدار استفاده شد. سیکلهای مختلف و متعدد موتاژنز بــا 
ــر در  شرایط و روشهای انتخاب فوق انجام و سویههای برت
ــه در تصویـر شـماره 1 دودمـان  هر مرحله انتخاب شدند ک
سـویههای برتـر ایـن تحقیـــق حـاصل از مراحــل مختلــف 
ــا دو روش انتخـاب  موتاژنز با دو موتاژن UV و NTG و ب
اتفاقی(R) و جهتدار(S) و میزان تولید CPC در هر مرحلـه 
در هر دو محیط تولید مشخـص(D) و کمپلکـس(C) نمایـش 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Free در حالت CPC تصویر شماره 2- طیف جرمی نمونه استاندارد خالص
 acid

ــهای D و  داده شده است. دو موتانت با تولید برتر در محیط
ــی  C با کد مشخص کننده سویه، در مرکز کلکسیون میکروب
سـازمان پژوهشـهای علمـــی(PTCC) حفــظ گردیدنــد. در 
ــتاندارد  تصویرهای شماره 2 و 3 طیف جرمی نمونههای اس
CPC(در حـالت Free acid) و نمونـه محیـط تولیـد سـویه 

برتر که در هر دو یون مولکولی حدود 415 که معرف جــرم 
مولکولی CPC اســت و حکـایت از حضـور ایـن مـاده دارد، 

مشاهده میشود. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 3- طیف جرمی نمونه محیط تولید سویه 
برتر(حضور یون مولکولی 415 نظیر تصویر 2 در آن مشهود است).  
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تصویر شماره 1- دودمان سویههای برتر حاصل برنامه موتاژنز
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بحث 
    در این تحقیق سویههای موتانت بــا تولیـد افزایـش یافتـه 
CPC به دنبال مراحل مختلف موتاژنز به دست آمدند که در 

ــد CPC را  میان آنها موتانت با کد 12. 4. 2. 1 بیشترین تولی
ــس  داشت و تولید آن نسبت به سویه والد و در محیط کمپلک
ــیلیتر از CPC رسـید یعنـی  به میزان 210 میلیگرم در دس
ــر چـه مـیزان تولیـد  2/3 برابر افزایش تولید را نشان داد. اگ
CPC بـه دسـت آمـده در ایـــن موتانتـــها هنــوز در حــد 

سویههای با تولیــدات بـالا کـه 20-15 گـرم در لیـتر تولیـد 
دارند(15) نیست اما باید توجه داشت که این سویهها حـاصل 
ــد امـا سـویههای  حدود 40 سال فعالیت در این زمینه بودهان
اولیهای نظیر ســویه M 8650و سـویه OP-163-63-7 بـا 
سالها تلاش تولیداتی بیــن 100-30 میلـیگـرم در دسـیلیتر 
داشـتهاند(16) و سـویه CW19 کـه از آن بـه عنـوان ســویه 
ــط مشـخص  خوب مولد CPC نیز نام برده میشود در محی
40 میلــیگــرم در دســیلیتر و در محیــط کمپلکـــس 550 
ــیلیتر تولیـد داشـته اسـت(17) بنـابراین بـا  میلیگرم در دس
توجه به میزان فعالیت 1/5 ساله و تعــداد سـیکلهای محـدود 
ــش تولیـد CPC حـاصل  موتاژنز در این تحقیق، میزان افزای
شــــده، مطلـوب اســـت. بـا مراجعـه بـه انـواع روشـــهای 
ــیری انواعــی  موتاژنز سویههــای آکرومونیومی و به کارگ
از موتـاژنــهای فیزیکــی(نظیـــر UV) و شیمیایـــی(نظــیر 
NTG) و در حضـور یـا فقـدان مـهار کنندههـــا(1)، در ایــن 

ــه از میـان دو موتـاژن  مطالعه نیز به همین شکل عمل شد ک
ــبت  انتخاب شده، اشعه UV دارای اثرات موتاژنز بهتری نس
ــود کـه عـلاوه بـر راحتـی کـار، بطـوری کـه در  به NTG ب
بررسی دودمان سویههای حاصل از موتاژنز ملاحظه شــد، 
میزان وقوع موتاژنز و افزایــش مـیزان CPC نـیز در مـورد 
 Elander .دارای برتــری بـود NTG نسبت به UV موتاژن
نیز در مطالعات خود به چنین نتیجهای رسیده بود(8و 9). در 
زمینـه موتـاژنـز در حضـور مـهار کنندههـا، در موتانتــهای 
مقــاوم بــه ++Hg مــیزان تولیــد CPC در مقایســه بـــا 
موتانتـهای مقاوم به نیستاتین بیشتر بود. که این امر دور از 
ــور بـه تولیـد بیشـتر  ذهن نیست زیرا چنین موتانتهایی مجب

CPC جهت خنثی کردن اثرات ســمی ++Hg هسـتند(5) امـا 

مسئله مقاومت بــه نیسـتاتین فقـط بـه نفـوذپذیـری دیـواره 
سلولی برمیگردد. از آنجا که ممکن است در طــی سـیکلهای 
متعدد موتاژنز، ماهیت آنتیبیوتیک ایجادی نیز به علت تغییر 
ساختار ژنتیکی ســویه دسـتخوش تغیـیر گـردد(7) بنـابراین 
برای شناسایی نهایی تولید CPC در موتانت نهایی به دست 
آمده در این تحقیق، در محیط تولید این سویه، طیف ســنجی 
ـــان دادن یــون  جرمـی انجـام شـد و حضـور CPC بـا نش
ــه  مولکولی 415 که نشان دهنده جرم مولکولی CPC است ب
اثبات رسید. با توجه به نتایج به دست آمده در ایــن تحقیـق، 
امکان ادامه افزایش تیتر CPC با عملیات موتاژنز پی در پــی 
ــهای کـاری وسـیع میتـوان  امکانپذیر بوده و با داشتن تیم
ــت آورد  سویه با مقادیر بسیار بالای تولید CPC نیز به دس

و در تولید کلاژن CPC در کشور از آن بهره گرفت.  
 

سپاسگزاری 
ــک      از پرسنل بخش ژنتیک و از ریاست محترم بخش ژنتی
سازمان پژوهشها برای حمایت مالی این پــروژه و از آقـای 
دکتر محســن امینـی اسـتاد دانشـکده داروسـازی دانشـگاه 

تهران تقدیر و تشکر میگردد.  
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GENETIC MANIPULATION OF CEPHALOSPORIN C-PRODUCING ACREMONIUM STRAIN
FOR INCREASING ANTIBIOTIC TITER

                                                                             I                                            II                                             III
*M. Sarookhani, Ph.D      N. Moazzami, Ph.D      M. Azarnoosh, Ph.D

ABSTRACT
    The extent of cephalosporin C(CPC) production in producing strains is related with the expression or
inhibition of the relevent genes. The goal of this study was manipulate of the producing strain in order to
increase its CPC production. Acremonium chrysogenum DSM 2399 is used as parent strain. Mutagenesis
is performed on solid form of optimized production media. UV ray and NTG (with their optimum doses)
were used as mutagens. Random and directed (in presence of Hg++ or nystatin) selections were applied.
Biological (Bioassay) and HPLC assays were performed for CPC measurment. The identity of CPC is
confirmed by mass spectrometery in final resulting best strain. The optimum mutagenic doses of UV and
NTG were 200 sec. And 5-7 min respectively. Also the inhibitory doses of Hg++ and Nystatin were
0.006g/dl and 0.3g/dl respectively. Raised titer mutants were obtained with both mutagens and both
selection methods, although UV mutagen and the presence of Hg++ were more effective. CPC titer were
rised 2.3 fold in final resulting mutant. CPC identity in its production media were shown by observing, the
unique 415 ion in mass spectrometery. By mutagenesis protocols, it is available to chang the CPC-
biosynthetic genes in producing strains and increase CPC titer.

Key Words:   1) Strain improvement    2) Acremonium    3) Mutagenesis
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