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  ساخت   در   ي اساس   نقش   كه   هستند   گر ي د   هاي پروتئين   ن ي ب   در   يي خودآرا   ي ها   ستم ي س   ن ي بهتر   از   ي ك ي Deinococcus radiodurans   سطحي   ه ي لا   هاي پروتئين   . چكيده 

  روش   با   D. radiodurans  از   سطحي   ه ي لا   ن ي پروتئ   ي ساز   خالص   ي ساز   نه ي به   ق ي تحق   ن ي ا   از   هدف .  شوند   ي ساز   خالص   ها پروتئين   ن ي ا   است   لازم   بنابراين .  دارند   ها   م ي نانوس 
  مركزي   مركب   روش   با   Design-Expert افزار   نرم   با   اجرا   ٢٠  و   شد   گرفته   نظر   در   سطح   پنج   در   جرم   درصد   و   انكوباسيون   زمان   ، SDS  غلظت   عامل   سه   ابتدا .  است   پاسخ   سطح 

  با   شوينده   مواد   از   باكتري   جداسازي   جرم،   درصد و    زمان   و   SDSص  خا   غلظت   در   ميكروب   انكوباسيون   انبوه،   سلول   سازي   آماده   ميكروب،   ت كش   شامل   مرحله   هر .  شد   طراحي 
-SDS و   ادفورد بر  روش  با  ترتيب  به  پروتئين غلظت و خلوص   تعيين   ، g٢٠٠٠٠  در   سانتريفيوژ  با  شوينده  محلول  از  سطحي  لايه   هاي پروتئين  نشيني  ته   ، g٥٠٠٠  در  سانتريفيوژ 

PAGE    .ماده   غلظت   فاكتور   تأثير   درصد،   ٩٥  اطمينان   سطح   در   كه   داد   نشان   نتايج   تحليل   و   تجزيه .  گرفت   قرار   تحليل   و   يه تجز   مورد   آمده   دست   به   هاي داده   نهايت   در است  
  ساعت   ٣  و   درصد   ٧/ ٣٣  جرم درصد    درصد،   ٥/ ٦٤  SDSود: غلظت  بدين صورت ب   فاكتورها   سازي   بهينه   نتايج .  بود   عوامل   ساير   از   بيشتر   شده   خالص   پروتئين   درصد   بر   شوينده 

  . آمد   دست   به درصد    ٤٧/ ٦١و    ٠/ ٥٨٤  mg/ml  ترتيب   به   خلوص   درصد   و   پروتئين   غلظت   بهينه،   شرايط   در .  ون باسي انكو   زمان 
 

 شوينده  ،پروتئين لايه سطحي، تخليص، سطح پاسخالكتروفورز،  .هاي كليديواژه

 

Optimization of S-layer protein purification from Deinococcus 
radiodurans strain R1 
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Abstract. S-layer proteins of Deinococcus radiodurans are the best self-assemble systems among other proteins that have an 
essential role in the fabrication of nanowires. Therefore, the purification of these proteins is necessary. The purpose of this 
research was to optimize the purification of s-layer protein from D. radiodurans with the response surface method. The three 
factors of SDS concentration, incubation time and mass percent in five levels were considered, and 20 runs were designed by 
Design-Expert software with a central composite method. Each run includes microbe culture, mass cell preparation, microbe 
incubation in specific SDS concentration and time and mass percent, separation of the bacteria from detergent with a centrifuge at 
5000g, sedimentation of s-layer proteins from detergent solution with a centrifuge at 20000g, determination of protein 
concentration, and protein purity by Bradford and SDS-PAGE methods, respectively. Finally, the data obtained were analyzed.  
Analysis of the results demonstrated that at the 95% confidence level, the effect of the detergent concentration factor on the 
purified protein percent was more than other factors. The optimization results of factors are 5.64% SDS concentration, 7.33% 
mass percent, and 3 hours incubation time. At optimized conditions the protein concentration and purity percent were obtained 
0.584 mg/ml and 47.61% respectively. 
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  مقدمه    
  علم   و   ي م ي ش   ، ي شناس   ست ي ز   علم   از   استفاده   با   ي نانوتكنولوژ   امروزه     

  و   ابد ي   دست   مدرن   علم   در   ي اساس   ي گاه ي جا   به   نسته توا   مواد 
  در   يي خودآرا   ي ها   ستم ي س   شه، ي هم .  كند   جاد ي ا   را   ي گوناگون   ي ها فرصت 

  ي ها ستم ي س .  است   محققان   علاقه   مورد   ي ها نه ي زم   از   ي ك ي   نانو   ي فناور 
  خود   به   خود   را   ي بزرگ   ي مولكول   تجمعات   خاص   ط ي شرا   تحت   يي خودآرا 

  ه ي لا   هاي پروتئين   ، يي خودآرا   ي ها ستم ي س   از   ي ك ي .  كنند ي م   جاد ي ا 
  را   ي د ي جد   كرد ي رو   كه  هستند  ها باكتري )  S  ه ي لا  هاي پروتئين (  ي سطح 

  ١٠  حدود   ضخامت   با   ي مولكول   فوق   ي ابزارها   و   ساختارها   ساخت   ي برا 
  د ي تول   منظم   ه ي آرا   ك ي   ها باكتري   از   ي برخ   S  ه ي لا .  كند مي   جاد ي ا   نانومتر 

  ن ي ا .  اند شده   ساخته   ن ي پروتئ   ي ها بلوك   از   ها ه ي آرا   ن ي ا   كه   كند مي 
  مختلف   سطوح   ي رو   توانند ي م   ها ي باكتر   از   ي جداساز   از   پس   ها ن ي پروتئ 

  ي ك ي   نانو   ي ست ي ز   ي الگوها .  رند ي بگ   قرار   خاص   ط ي شرا   در   استاندارد   فرم   با 
  ، ي ست ي ز   حسگر   توانند ي م   كه   هستند   S  ه ي لا   ن ي پروتئ   ي كاربردها   از 
 ;Farci et al., 2020(   كنند   د ي تول   ره ي غ   و   م ي نانوس   پ، ي وچ ي ب 

Schuster & Sleytr, 2014; Shukla et al., 2022 (  .  
  و   ا ي آرك   ، ي منف   گرم   و   مثبت   گرم   هاي باكتري   از   ي ار ي بس   در   S  ه ي لا     

 ;Herrmann et al., 2020(   دارد   وجود   سبز   ي ها جلبك   از   ي برخ 

Madhurantakam et al., 2014 (  . ه ي لا  S   سطح   كامل   طور   به  
  با   سلول   ارتباط   جمله   از   ي د ي كل   ي ها نقش   و   پوشاند   ي م   ا ر   سلول 

  ، ي سلول   م ي تقس   سلول،   به   دادن   شكل   سلول،   از   محافظت   ط، ي مح 
 Bharat et al., 2021; Klotz(   دارد   را   ره ي غ   و   سلول   ي ر ي پذ   انعطاف 

et al., 2020; Pum et al., 1991 (  . و   ي ار ساخت   مطالعات   طبق  
:  از   عبارتند  كه   شود مي   م ي تقس  عمده  گروه   سه   به  S  ه ي لا   ، يي ا ي م ي وش ي ب 

  متصل   ي سلول   ي غشا   به   S  ه ي لا   كه   ها باكتري   آركيا   ي سلول   پوشش .  ١
  ه ي لا   كه   مثبت   گرم   هاي باكتري   ي سلول   پوشش .  ٢)،  A١  شكل (   است 

s   شكل (   اند   شده   متصل   م ي ضخ   كان ي گل دو ي پپت   به  Aپوشش .  ٣  و )  ١  
  ده ي چسب   ي خارج   ي غشا   به   S  ه ي لا   كه   ي منف   گرم   هاي باكتري   ي سلول 
  .  ) Pum et al., 2013( )  a١  شكل (   است 

  S  ه ي لا   ي اصل   ب ي ترك   كه   دهد مي   نشان   يي ا ي م ي ش   ل ي تحل   و   ه ي تجز     
تا    ٤٠٠٠٠  ي مولكول   وزن   با   هايي پروتئين كو ي گل   ا ي   ها پروتئين 

 Fagan & Fairweather, 2014; Pum(   هستند   دالتون   ٢٠٠٠٠٠

et al., 2021; Sára & Sleytr, 1987 (  . ه ي لا   هاي پروتئين  S   ي ك ي  
  بر   ه ي اول   مطالعات .  هستند   ن ي زم   ي رو   ي مرها ي وپل ي ب   ن ي تر   فراوان   از 
  مورد   در   ي ا گسترده   نش ي ب   ي ر ي گ   شكل   به   منجر   S  ه ي لا   ن ي پروتئ   ي رو 

  است   شده   آن   مجدد   بازآرايي   و   عملكرد   ، ي م ي ش   ك، ي ژنت   ساختار، 
 )Pum et al., 2021; Pum et al., 2013 (  . ه ي لا   هاي پروتئين S  در  

  ، ) p1,p2(   مورب   شامل   ها ه ي آرا   ن ي ا .  رند ي گ ي م   قرار   م منظ   ي ها ه ي آرا 
 ,.Pum et al(   است )  B١  شكل ) ( p3, p6(   ي ضلع   شش   و )  p4(   مربع 

2021; Schuster & Sleytr, 2013 (  .  

.  است   يي خودآرا   ت ي خاص   ها پروتئين   ن ي ا   توجه   قابل   ي ژگ ي و     
  ط ي شرا   در   ها باكتري   از   ي جداساز   از   پس   S  ه ي لا   هاي پروتئين 

  شوند   جمع   دوباره   مختلف   سطوح   در   توانند ي م   ي شگاه ي آزما 
 )Habibi et al., 2010 ( .   ي ا بر   ي سطح   ه ي لا   هاي پروتئين   از   امروزه  

  با   متخلخل   ون ي لتراس ي اولتراف   ي غشا   د ي تول   جمله   از   ي مختلف   اهداف 
  و   ها مولكول   اتصال   ي برا   كس ي ماتر   ه ي ته   يكسان،   تخلخل   درجه 

  و   ي ست ي ز   ه ي تصف   پوزوم، ي ل   پوشش   واكسن،   د ي تول   ، ي كاربرد   نانوذرات 
 A. Hollmann, 2010; Abdolirad et(   شود مي   استفاده   ره ي غ 

al., 2019; Cui et al., 2006; Li et al., 2020; Sára & 
Sleytr, 1987; Schuster, 2018; Schuster & Sleytr, 2013; 

Sleytr & Beveridge, 1999 (  . ابتدا   اهداف،   ن ي ا   به   ي اب ي دست   ي برا  
  . شوند   خالص   ها پروتئين   ن ي ا   د ي با 

  Deinococcus radiodurans  سطحي  ه ي لا   هاي پروتئين     
 يضلع  شش  شده   ي بند   بسته   ي انيم   ه ي لا   هاي پروتئين   ي حاو 

 )HPI  (شكل  به   كه   هستند  p6   ي ها ي ژگي و   ر ي سا.  هستند  HPI 
 دو  مركز  فاصله   نانومتر،  ٢/ ٢  در   ي مركز   منافذ  اندازه:  از   عبارتند

 از  يبرخ   به   ها پروتئين   ن ي ا   و  است   نانومتر  ١٨  مجاور   منفذ
 متصل  ز ي آبگر   هاي ش كنميان   با  يخارج   ي غشا   و   ها پروتئين 

 داده  گاهيپا   اساس  بر.  ) . Rothfuss et al., 2006( شوند ي م 
UniProt ،  يياي م ي كوش ي ز ي ف   خواص  HPI   (P56867)    از عبارتند :

 لوي ك   ٩٩  ي مولكول  وزن   پپتيد،   سيگنال   بدون   نه ي آم   د ي اس   ٩٣١
 ،ExPASy  س ي سرو   در   ProtParam  ابزار   از   استفاده   با .  دالتون 

 = pI  ٤/ ٨٧  و  باشدمي  ن ي س ي گل   و  ن ي ترئون   اصلي  نه ي آم   ي دها ي اس 
 ن ي ب   در   كه   هستند   ن ي ستئ ي س   هفت   يحاو   HPI  هايپروتئين .  است 

 با  يياي م ي وش ي ب  لي تحل  و  ه ي تجز .  است  توجه  قابل  مشابه هايپروتئين 
 درصد  ٣٠  كه  دهدي م  نشان  HPI  يرو   بر  قرمز   مادون  ي سنج ف ي ط 

 Abdolirad(   است  شده  ل ي تشك   بتا  صفحات  و چرخش   از  ني پروتئ 

et al., 2016 ( . 

 يها ه ي سو   از   را   HPI  ن ي پروتئ   محققان  ها، پروژه   از   ي ار يبس   در    
R1  و  Sark   از   يست ي ز  ي الگوها   دي تول   مانند   ي خاص  طي شرا   در  D. 

radiodurans   اند كرده   جدا  )Abdolirad et al., 2016; 

Baumeister W Fau - Karrenberg et al., 1982; Farci et 
al., 2016; Mark et al., 2006; Misra et al., 2015; 
Müller et al., 1996; Rachel et al., 1983; Rothfuss et 

al., 2006 ; Simonin et al., 2020 (  . مطالعه  چ ي ه   حال،   ن ي ا  با 
 انجام  HPI  ن ي پروتئ   ي ساز   خالص   ي برا   يتوجه   قابل  ي ساز   نه ي به 

 يساز   خالص  ي ساز   نهي به   ق، يتحق   ن ي ا  از   هدف.  است   نشده
 با   R1گونه   D. radiodurans   يها   هي سو   از   HPI  هايپروتئين 

) RSM(  پاسخ   سطح   روش   به )  CCD(   ي مركز   مركب  ي طراح 
 به   HPI  هاي پروتئين   خلوص  درصد   و  غلظت  مطالعه   ن ي ا   در.  است 

 .شد   ي ر ي گ  اندازه   SDS-PAGE  روش  و  برادفورد   روش   با   ب ي ترت 
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  در   S  هي لا  هايپروتئين  .b  .هاباكتري  آركي  در   a.  S.layer   .مختلف  ي هاسميكروارگان يم  در   S  هي لا   هايپروتئين  قرارگيري  محل   كيشمات  شي نما)  A  -١  شكل
  مختلف.  منظم يهاهي آرا در  S  هيلا  هايپروتئين كيشمات  شينما ) B. يمنف گرم ي هاباكتري در S ه يلا  هايپروتئين .c و مثبت گرم يهاباكتري

Figure 1. A) Schematic representaion of s-layer proteins localization in different type microorganisms. a. S.layer in 
archaea. b.S-layer proteins in gram-positive bacteria c. S-layer proteins in gram- negative bacteria. B)  Schematic 
representation of regular arrays s-layer proteins. 

  
  ها مواد و روش   

 آزمايشات   طراحي

  تخليص   مختلف  ي هاروش  يبررس  و   مختلف  منابع   يبررس  با     
 ونيانكوباس  زمان  ، SDS  غلظت  شامل  فاكتور  سه  ،HPI  هيلا

  ندهيشو  مواد   در  يباكتر  جرم  درصد  و   نده يشو  مواد  در  ها يباكتر
-Design  توسط  CCD  با  ها آزمايش  يطراح.  شد  انتخاب

Expert 7.0.0  پنج   در  را  هاآزمايش  فهرست  ١  جدول.  شد  نجاما  
 . دهدمي نشان سطح

 سلولي بانك تهيه

  و   يستيز  منابع   يمل   مركز  از  R1  گونه  D.radiodurans  هيسو   
  ه ي ته)  IBRC-M 10806:  هيسو  شماره) (IBRC(  ران يا  يكيژنت
مربوطه   كه  يپروتكل  با  مطابق  يسلول  بانك  و  شد منابع   در 

)Abdolirad et al., 2016(  تهيه شد.   است شده  داده حيتوض 

 ها باكتري كشت

  ي تر يل  ٨  طيمح  در  منجمد  D.radiodurans R1  ٨  ابتدا   
TGY   )مخمر،  عصاره  درصد٥/٠  گلوكز،  درصد٥/٠  پتون،يتر 

  درجه  ٣٠  يدما  در  هاطيمح  سپس  شد،  حيتلق)  NaCl  درصد٥/٠
 . شدند  انكوبه قهيدق در دور ١٨٠ در شب كيبه مدت   گراديسانت
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 ها باكتري جداسازي  و آوري جمع

  طول  در٧٥/٠  با  برابر  طيمح  ينور  ي چگال  شب،  كي  از  پس    
 ١٠  مدت  به  يتريل  هشت  كشت  طيمح.  بود  نانومتر  ٦٠٠  موج

  آب   با  بار  دو  رسوب.  گرفت  قرار  g٧٠٠٠  وژي فيسانتر  در  قهيدق
 قه يدق  ١٠  مدت  به  g٧٠٠٠  با  مجدداً  بار  هر  و  شد  شسته  زهيونيد

  گرم٣١/١٦  آمده   دستبه  ييرو  ع يما  مرطوب  زنو.  شد  وژيفيسانتر
  ٢٠  يبرا  آن  از  عدد   ٢٠  و   شد   ميتقس  گرم٦/٠  قطعات   به  كه   بود

  . شد استفاده  شيآزما يطراح دوره
 S  لايه هايپروتئين  سازي خالص

  ١  جدول   در  كه  خاص  طيشرا  تحت   قسمت  ٢٠  هربراي    ابتدا    
  g٥٠٠٠  در  هاون يسوسپانس.  شداست، سوسپانسيون تهيه     آمده

  شده  جدا   رويي  محلول  و   شدند   وژيفيسانتر  قهيدق  ١٠  مدت   به
 ختهير  دور  رسوبات  و   شد  جدا  رسوبات  ازبه آرامي    نيپروتئ  يحاو
  وژ يفيسانتر  قهيدق  ٣٠  مدت   به  g٢٠٠٠٠  در   سوپرناتانت .  شد

  تريل  يليم  ١  در  شده  ختهير  دور  رسوبات  و  سوپرناتانت   و  شدند
 به  g٢٠٠٠٠  در  هاون يپانسسوس  مجدداً.  شدند  شسته  زهيونيد  آب

. شد  ختهير  دور  سوپرناتانت  و  شدند  وژيفيسانتر  قهيدق  ٣٠  مدت
  در   و  شدند   معلق  ديونيزه  آب  تريل  يليم  ١  در  مجدداً  رسوبات

 ينگهدار  مربوطه  يهاسنجش  يبرا  گراديسانت  درجه  ٤  يدما
  . شدند
  SDS-PAGE آناليز

آناليز    براي     پروتئين سطحي جدا شده،  -SDSبررسي خلوص 

PAGE    با سيستم الكتروفورز شركتBIO-RAD   ساخت كشور
- ايالات متحده آمريكا انجام شد. به اين منظور به هر يك از نمونه

 نمونه  بافر  ميكروليتر  ٥٠  شده  جدا  سطحي  لايه  پروتئين  هاي
  بافر   مقدار  ها، آزمايش   در  سازييكسان  شرايط(براي    شد  اضافه
  مدت   به  گراد سانتي  درجه  ١٠٠  دماي  در  و)  كند مي  تغيير  نمونه

  اكريل   ژل  هايچاهك   در  هانمونه  سپس  شد،   جوشانده   دقيقه  دو
  ولتاژ.  شدند   بارگذاري  درصد  ٥/١٢  آميد   اكريلبيس  -آميد

  ٤ گذشت از بعد شد،  تنظيم ولت ١١٥ روي بر الكتروفورز دستگاه
 بري، رنگ  محلول  با  و  شده  آميزيرنگ  بلو  كوماسي  با  هاژل  ساعت

شدند  ش  بريرنگ بررسي  و  مشاهده  پروتئيني  باندهاي  و  د 
)Farci et al., 2015( .  

با   HPIغلظت پروتئين لايه سطحي    گيري اندازه جداشده 
  روش برادفورد

غلظت پروتئين از روش برادفورد استفاده شد.    گيرياندازه  براي    
بلو   برليانت  كوماسي  رنگ  از  برادفورد  معرف  ابتدا  منظور  اين  به 

G250  براي رسم منحني استاندارد غلظت   هاي تهيه شد. سپس 
پروتئين   ليترميلي  در  گرمميلي  ١  و  ٥/٠،  ٢٥/٠،  ١٢/٠،  ٠٦/٠ از 

گاوي آلبومين  و    ) BSA(  استاندارد  شد  عصاره    ٢٠  μLتهيه  از 

به   نوري   ١  mLپروتئيني  از محلول برادفورد اضافه شد و جذب 
نانومتر قرائت شد. نمودار جذب نسبت به   ٥٩٥آن در طول موج  

پروتئين   جذب  و  شد  رسم  به  هما  HPIغلظت  قبل  مرحله  نند 
استفا با  غلظت آن  آمده و   محاسبه  استاندارد  منحني  از  دهدست 

  . شد
 هاسنجش

  با   S  هيلا  هايپروتئين  يجداساز  يساز  نهيبه  پروژه  ن يا  اهداف   
  و   خلوص  درصد  يريگ  اندازه  يبرا.  است  بالا  غلظت   و  خلوص
 استفاده  برادفورد  و  SDS-PAGE  يهاآزمون   از  بيترت  به  غلظت

  . شد
  

 نتايج    

 SDS-PAGE سنجش

  ي طراح   در   خاص   ط ي شرا   در   ها پروتئين   ي جداساز   از   پس     
  ك ي الكتروفورت   ي الگو .  شد   انجام   SDS-PAGE  ، ها آزمايش 
 Abdolirad et(   است   ي قبل   مطالعات   با   مطابق   S  ه ي لا   هاي پروتئين 

al., 2016; Baumeister W Fau - Karrenberg et al.; 
Rachel et al., 1983 (  . مطالعات   با   باندها   ضخامت   تفاوت   علت  

  استفاده   اجرا   هر   ي برا   كه   است   ي جرم   هاي باكتري   وزن   ، ي قبل 
  لو ي ك   ١٤  و   ٥٣  ، ٦٥  ، ٨٤  ، ٩١  ، ١٠٠  باندها   ي مولكول   وزن .  شود مي 

  با   ژل   ر ي تصو   ، SDS-PAGE  آزمون   از   پس ).  ٢  شكل (   است   دالتون 
  خالص  ج ي نتا .  شد  ن يي تع   آن  خلوص  درصد   و   ز ي ال آن  ImageJ  افزار  نرم 
  . است   شده   داده   نشان   ٢  جدول   در   اجرا   هر   ط ي شرا   با   ن ي پروتئ   ي ساز 
  از   يشيآزما  مختلف  طيشرا  در  خلوص  درصد  ج، ينتا  اساس  بر    
  ن يبهتر  افتني  يبرا.  است  ريمتغ  درصد   ٤٣/٥١  تا   درصد  ٠٤/١٧

 و  هيجزت  مورد  يطراح  متخصص  افزار  نرم  توسط  ج ينتا  ن يا  مدل،
  در   تناسب  عدم  يابيارز  و  يبررس   از  پس.  گرفت  قرار  ليتحل

.  شد   شنهاديپ   دوم  درجه  مدل  كي  افزار  نرم   مختلف،  ي هامدل
(  انسيوار ليتحل جينتا ANOVA   ٣ جدول در دوم درجه مدل) 

P-Value  .است  شده  داده  نشان   F-Value  و  ٠٠١٣/٠  با  برابر  
  يضرور  و  داريمعن  بيترت  به  مدل  كه  دهد مي  نشان  ٦١/٧  با  برابر

( يخط عبارت دو  شامل  مدل نيا. است A, B   درجه عبارت  دو  ، )
  AB2  و  A2B, A2C)  و  سا ير  اصطلاحات  از  جمله  A2, B2دوم  (

:است  شده  ارائه  ريز  در  خلوص  درصد  يبرا  مدل   نيا  معادله.  است  

= +41.44 – 2.32 (A) + 6.95 (B) – 6.73 (A2) – 2.16 
(B2) – 4.91 (A2.B) + 3.53 (A2.C) + 10.81(A.B2) 

  :از عبارتند  يآمار يپارامترها ريسا
R-Squared = 0.0.8162،  Adj R-Squared= 0.7089، 

Pred R-Squared= -1.6138  و  Adeq precision= 7.967 .
  شده   داده   نشان   A٣  شكل   در   مدل   ن ي ا   ي برا   ي ص ي تشخ   ي نمودارها 
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  ٣  دول ج   مطابق   . كنند   ي م   د يي تا   را   مدل   دقت   نمودارها   تمام .  است 
  ي جرم   درصد   و   دارند   را   ر ي تأث   ن ي شتر ي ب   زمان   و   غلظت   ي پارامترها 

  ن ي ب   تعامل   فقط   ل ي دل   ن ي هم   به .  دارند   خلوص   درصد   در   را  اثر   ن ي كمتر 
  . است   شده   ارائه   B٣  شكل   در   كه   است   توجه   قابل   زمان   و   تمركز 

 برادفورد  سنجش

  آزمون  شده،  جدا  S  هيلا  هايپروتئين  غلظت  نييتع  يبرا    
 را  سنجش  ن يا  جينتا  ٤  جدول.  شد  انجام  اجرا  ٢٠  يبرا  برادفورد

  غلظت  حداقل  و  حداكثر  ج،ينتا  نيا  به  توجه  با  .دهديم  نشان
  mg/ml  بيترت  به  يشيآزما  مختلف  طيشرا  در  S  هيلا  نيپروتئ

  ج ينتا  ن يا  مدل،   نيبهتر  افتني  يبرا.  است  ٦٣/٠  mg/mlو  ٠١/٠
  قرار   ليتحل  و  هيتجز  مورد  يطراح   متخصص  افزار  نرم  توسط
  افزار  نرم  مختلف،  يها  مدل  در  تناسب   عدم   يبررس  از  پس.  گرفت
)  ANOVA(  انسيوار  ليتحل  جي نتا.  شد  شنهاديپ   دوم  درجه  مدل
 P-Value  .است  شده  داده  نشان  ٥  جدول  در  دوم  درجه  مدل
  دهد مي  نشان  بيترت  به  ٨٢/١٢  برابر  F-Value  و  ٠٠٠١/٠  برابر

  ي خط  عبارت  سه  لشام  مدل   ن يا  .است  تياهم  يدارا  مدل   كه
)A, B, ABC(،  دوم  درجه  عبارت  سه  )2, C2, B2A  (ريسا   و  

  يبرا  مدل   ن يا  معادله.  است  2AB  و   B2A  جمله  از  اصطلاحات
 :است شده ارائه ريز در خلوص درصد

پروتئين  غلظت = +0.53 – 0.096 (A) + 0.12 (B) – 0.13 

(A2) – 0.075 (B2) – 0.082 (C2) – 0.061 (A.B.C) – 
0.18 (A2.B) + 0.20 (A.B2) 

  :از عبارتند  يآمار يپارامترها ريسا
R-Squared = 0.0.9031،  Adj R-Squared= 0.8327، 

Pred R-Squared= 0.7164  و  Adeq precision= 9.949 .
  شده   داده   نشان   A٤  شكل   در   مدل   ن ي ا   ي برا   ي ص ي تشخ   ي نمودارها 

  ، ٥  جدول   مطابق   . كنند   ي م   د يي تا   را   مدل   دقت   نمودارها   تمام .  است 
  ر ي تأث   ن ي كمتر   ي جرم   درصد   و   ر ي تأث   ن ي شتر ي ب   زمان   و   غلظت   ي پارامترها 

  ن ي ب   تعامل   فقط   ل، ي دل   ن ي هم   به .  دارند   S  ه ي لا   ن ي پروتئ   غلظت   در   را 
 . است   شده   ارائه   B٤  شكل   در   كه   است   توجه   قابل   زمان   و   تمركز 

 
 .RSM هاي  روش  در CCD  با  شده طراحي  هاي آزمايش -١ جدول

Table 1. Experiments Designed with CCD in RSM methods. 

MASS PERCENT (% ) 
TIME  

(HOUR) 
SDS CONCENTRATION 

(%) RUN 

7.5 2 5 1 

3.3 2 5 2 

10 1 7.5 3 

10 3 2.5 4 

7.5 2 5 5 

7.5 2 5 6 

5 3 2.5 7 

7.5 2 0.8 8 

7.5 0.32 5 9 

5 1 7.5 10 

10 3 7.5 11 

7.5 2 9.2 12 

7.5 2 5 13 

7.5 2 5 14 

10 1 2.5 15 

7.5 3.68 5 16 

11.7 2 5 17 

7.5 2 5 18 

7.5 0.32 5 19 

5 1 2.5 20 
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  يديپپت  يپل  يالگو:  T0.هستند  هاآزمايش  يطراح  در  اجراها  تعداد  ٢٠- ١  اعداد.  D.radiodurans R1  سطحي  ه يلا  هايپروتئين  الكتروفورزي  يالگو  -٢  شكل

D.radiodurans R1 .M  .ماركر =  
Figure 2. The electrophpretic pattern of S-layer proteins D.radiodurans R1. The numbers of 1-20 are numbers of runs in 

design of experiments.T0. polypeptides pattern of D.radiodurans R1. M. marker 
  

 .مختلف شرايط در خلوص  درصد  نتايج  -٢  جدول

Table 2. Results of purity percent under different conditions. 
 

PURITY PERCENT 
(%) 

MASS 
PERCENT (%) 

TIME  
(HOUR) 

SDS CONCENTRATION 
(%) 

RUN 

36.68 7.5 2 5 1 

46.26 3.3 2 5 2 

38.63 10 1 7.5 3 

25.75 10 3 2.5 4 

39.67 7.5 2 5 5 

44.22 7.5 2 5 6 

21.28 5 3 2.5 7 

30.47 7.5 2 0.8 8 

27.79 7.5 0.32 5 9 

34.17 5 1 7.5 10 

47.77 10 3 7.5 11 

22.66 7.5 2 9.2 12 

36.10 7.5 2 5 13 

51.43 7.5 2 5 14 

20.38 10 1 2.5 15 

51.16 7.5 3.68 5 16 

43.65 11.7 2 5 17 

40.35 7.5 2 5 18 

31.76 7.5 0.32 5 19 

17.04 5 1 2.5 20 
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a) 

 

b) 

 

 ش يپ.  D.  اجرا  مقابل   در  ها   مانده يباق.  C.  شده  ينيب   شيپ  مقابل   در  مانده   يباق.  B.  يمعمول  نمودارهاي .  A.  ها  مدل  دقت   ي برا  يصيتشخ  ي نمودارها)  a  -٣  شكل
  در .  باشد  قرمز   خط   دو  نيب   دي با  C  و  B  ينمودارها  در.  باشند  قرمز   خط  به  ك ينزد   دي با  A  نمودار   در   يرنگ  نقاط .  دي باش  داشته  توجه .  يواقع  مقابل  در  شده   ينيب 

  بالا .  زمان  و  تمركز   عامل   دو  نيب   تعامل)  b.  شوندينم  ينيب   شيپ  مدل  توسط  يراحت   به  كه   كند مي  كمك  ر يمقاد  از  يگروه  ا ي  مقدار  ك ي  ييشناسا   به  D  نمودار 
  .دهند ي م نشان را  خلوص  درصد نيكمتر و ني شتريب   بيترت به نمودار  دو هر در  ي آب  و قرمز هي ناح.  ديباش داشته  توجه . كانتور نمودار .  نييپا  يبعد  سه  سطح نمودار 

Figure 3. a) Diagnostic diagrams for accuracy of models. A. Normal plots. B. Residual vs. Predicted. C. Residuals vs. 
Run. D. Predicted vs. Actual. Note. Color dots in diagram A should in near red line; in diagrams B and C must be 
between two red line; in diagram D helps to detect a value, or group of values, that are not easily predicted by the 
model. b) Interaction between two factors of concentration and time. Up. 3D surface diagram. Down. Contour diagram. 
Note. Red and blue region in both of the two diagrams indicates to most and lowest purity percent, respectively. 
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a) 

 
b) 

 
 

  شده ي ن ي ب  ش ي پ .  D.  اجرا   قابل م   در  ها   مانده ي باق . C. شده   ي ن ي ب  ش ي پ   مقابل   در  مانده   ي باق . B. ي معمول  نمودارهاي . A. ها   مدل   دقت   ي برا  ي ص ي تشخ   ي نمودارها ) a - ٤ شكل 
  يي شناسا   به   D  نمودار   در .  باشد   قرمز   خط   دو   ن ي ب   د ي با   C  و   B  ي نمودارها   در .  باشند   قرمز   خط   به   ك ي نزد   د ي با   A  نمودار   در   ي رنگ   نقاط .  د ي باش   داشته   توجه .  ي واقع   مقابل   در 
  نمودار .  ن يي پا   ي بعد  سه  سطح  نمودار  بالا . زمان  و   تمركز   عامل   دو   ن ي ب  تعامل )  b.  د شون ي نم  ي ن ي ب  ش ي پ   مدل   توسط   ي راحت  به   كه  كند مي   كمك   ر ي مقاد   از   ي گروه  ا ي  مقدار  ك ي 

  . دهد مي   نشان   را   S  ه ي لا   ن ي پروتئ   غلظت   ن ي كمتر   و   ن ي شتر ي ب   ب ي ترت   به   نمودار   دو   هر   در   ي آب   و   قرمز   ه ي ناح .  د ي باش   داشته   توجه .  كانتور 
Figure 4. a) Diagnostic diagrams for accuracy of models. A. Normal plots. B. Residual vs. Predicted. C. Residuals vs. Run. D. 
Predicted vs. Actual. Note. Color dots in diagram A should in near red line; in diagrams B and C must be between two red line; in 
diagram D helps to detect a value, or group of values, that are not easily predicted by the model. b) Interaction between two 
factors of concentration and time. Up. 3D surface diagram. Down. Contour diagram. Note. Red and blue region in both of the 
two diagrams indicates the most and lowest S-layer protein concentration, respectively. 
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 .S  لايه پروتئين خلوص درصد براي   دوم درجه مدل  ANOVA نتايج   -٣ جدول
Table 3. The results of ANOVA of quadratic model for purity percent of S-layer protein . 

SOURCE 
SUM OF 

SQUARES 
DF 

MEAN 
SQUARE 

F- 
VALUE 

P- 
VALUE 

 

MODEL 1707.33 7 243.90 7.61 0.0013 Significant 

A- CONCENTRATION 30.53 1 30.50 0.95 0.3486  

B- TIME 273.29 1 273.29 8.53 0.0128  

A2 658.67 1 658.67 20.55 0.0007  

B2 68.16 1 68.16 2.13 0.1704  

A2B 79.78 1 79.78 2.49 0.1406  

AB2 387.00 1 0.387 12.08 0.0046  

RESIDUAL 384.58 12 32.05    

LACK OF FIT 221.58 7 31.65 0.97 0.5323 
Not 

significant 

PURE ERROR 163.00 5 32.60    

 
 .مختلف شرايط  در  شده جدا S لايه غلظت نتايج  -٤ جدول

Table 4. Results of isolated S-layer concentration under different conditions. 
 

CONCENTRATION 
(MG/ML) 

MASS 
PERCENT (%) 

TIME  
(HOUR) 

SDS CONCENTRATION 
(%) 

RUN 

0.52 7.5 2 5 1 

0.21 3.3 2 5 2 

0.51 10 1 7.5 3 

0.10 10 3 2.5 4 

0.63 7.5 2 5 5 

0.56 7.5 2 5 6 

0.11 5 3 2.5 7 

0.34 7.5 2 0.8 8 

0.11 7.5 0.32 5 9 

0.33 5 1 7.5 10 

0.15 10 3 7.5 11 

0.01 7.5 2 9.2 12 

0.39 7.5 2 5 13 

0.58 7.5 2 5 14 

0.09 10 1 2.5 15 

0.53 7.5 3.68 5 16 

0.27 11.7 2 5 17 

0.45 7.5 2 5 18 

0.35 7.5 0.32 5 19 

0.20 5 1 2.5 20 
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 .Sپروتئين لايه  Sمدل درجه دوم براي غلظت پروتئين لايه  ANOVAنتايج   -٥جدول 

Table 5. The results of ANOVA of quadratic model for S-layer protein concentration of S-layer protein. 
  

SOURCE  SUM OF 
SQUARE

S  

D
F  

MEAN 
SQUAR

E  

F- 
VALU

E  

P- 
VALUE  

  SOURCE  SUM OF 
SQUARE

S  
MODEL  0.63  8  0.079  12.82  0.0001  Significan

t  
MODEL  0.63  

CONCENTRATIO
N  

0.053  1  0.053  8.58  0.0137    CONCENTRATIO
N  

0.053  

TIME  0.087  1  0.087  14.13  00.32    TIME  0.087  
2A  0.23  1  0.23  38.18  <0.000

1  
  2A  0.23  

2B  0.080  1  0.080  13.08  0.0041    2B  0.080  
2C  0.097  1  0.097  15.80  0.0022    2C  0.097  

ABC  0.030  1  0.030  4.88  0.0492    ABC  0.030  
B2A  0.10  1  0.10  16.77  0.0018    B2A  0.10  

2AB  0.13  1  0.13  21.92  0.0007    2AB  0.13  
RESIDUAL  0.067  11  6.132E-

003  
      RESIDUAL  0.067  

LACK OF FIT  0.027  6  4.452E-
003  

0.55  0.7587  Not 
significan

t  

LACK OF FIT  0.027  

PURE ERROR  0.041  5  8.148E-
003  

      PURE ERROR  0.041  

  
 .Sت آن در پاسخ به غلظت و درصد خلوص پروتئين هاي لايه شرايط بهينه سازي براي متغيرها و اهمي - ٦جدول  

Table 6. Optimization conditions for variables and its importance in response to concentration and purity 
percent S-layer proteins 

PARAMETER GOAL LOWER LIMIT UPPER LIMIT IMPORTANCE 

SDS CONCENTRATION is in range 2.5% 7.5% +++ 
TIME is in range 1h 3h +++ 

MASS PERCENT 
IS IN 
RANGE 

5 10 +++ 

  
  گيري و نتيجهبحث    
  و   منظم   يساختارها  از  استفاده  و  استخراج  ،يي شناسا  امروزه   

.  است جيرا ها ست يوتكنولوژينانوب ن يب در نانو   اسيمق  در تكرار قابل 
 نانوذرات  ساخت  يبرا  مناسب  يدا يكاند  كه  ساختارها  ن يا  از  يكي

  يرو  كه  است  HPI  نام  به   S  هيلا  نيپروتئ  است،
D.radiodurans R1  نهيبه  مطالعه،  نيا  در  رو،  نيا  از.  دارد  قرار  

  دست   به  يمطلوب  مدل  در  S  هيلا  نيپروتئ  يساز  خالص  يساز
  و   زمان  ، SDS  غلظت  شامل  عامل  سه  مدل،  نيا  ارائه  يبرا.  آمد

  افزار   نرم  از  استفاده   با.  شد  انتخاب  طح س  پنج  در  ي جرم  درصد
Design-Expert  يمركز  مركب  يطراح  و  پاسخ  سطح  روش  به ،  

 طيشرا  در  شيآزما  ٢٠  انجام  از  پس .  شد  نييتع  شيآزما  ٢٠
. گرفت  قرار  ليتحل  و  هيتجز  مورد  افزار  نرم  توسط  جينتا  مختلف،

  تيكفا  يصيتشخ  ينمودارها  و  انس،يوار  جداول  ليتحل  و  هيتجز
  ي برا  يمدل  هنوز  كه  ييآنجا  از.  كندمي  دييتا  را  مدل  يآمار

 .D  از  شده   جدا  S  هيلا  نيپروتئ  خلوص  درصد و  غلظت ينيبشيپ 

radiodurans  كمبود   ن يا  كه  كرد   ادعا   توانيم  است،  نشده  ارائه  
  ت يقابل  با  ي مدل  گرديد   ي سع  و   شده  برطرف  مطالعه  نيا  در

  .شود گزارش بالا نانياطم
 انتخاب  يفاكتورها  نيب  از  كه  داد  نشان  يمارآ  ليتحل  و  هيتجز   

 و  واكنش  دو  هر  بر  را  ريتأث  نيشتريب  SDS  غلظت  بيضر  شده،
  را   اثر  نيزتريناچ  نده يشو  ماده   در  موجود  يباكتر  يجرم  درصد

. در مطالعات قبلي اثر فاكتورهاي مختلف در محيط كشت بر  دارد
توليد   بود پ ميزان  شده  بررسي  باكتري  سطحي  لايه    روتئين 

)Ebadi Sharaf Abad et al., 2017(  .شد   داده  نشان  جاآن  در  
 پروتئين برابر ٢ ميزان به توانمي كشت محيط اجزاي تغيير با  كه

 بر  مختلف  فاكتورهاي  بحث  اما.  كرد  توليد  بيشتري  سطحي  لايه
 شده  انجام  مطالعه  اين  در  كه  است  مطرح  هم  سازيخالص  روش
ايناست به  توجه  با  مي  SDS  كه.  دارد    تواند خاصيت شويندگي 

پروتئين كمك  تخليص  به  و  كند  در خود حل  را  غشاي موجود 
زياد   غلظت  طرفي  از  پروتئين  SDSكند  شده  دناتوره    ها باعث 
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بهي  )Bhuyan, 2010(  شودمي غلظت  مطالعه  اين  در  نه  كه 
SDS  تاثير   كمترين  باكتري  جرمي  درصد  طرفي  ازدست آمد.    به  

  شايد   اگر  و  بوده  كم   بازه  انتخاب  خاطر  به  شايد  البته  كه  دارد  را
 با  سهيمقا  در.  داشت  بيشتري  اثر  شدمي  انتخاب  بيشتري  بازه
 بر  يريتأث  گري د  عوامل  كه  است  واضح  مطالعات،   ريسا

 Abdolirad(  ندارند  D. radiodurans  از  S  هيلا  هايپروتئين

et al., 2016; Baumeister W Fau - Karrenberg et al., 
1982; Mark et al., 2006; Müller et al., 1996; Rachel 

et al., 1983; Rothfuss et al., 2006;(. .  

  
  سپاسگزاري   
يم عبدلي راد در كل فرايند  بدينوسيله از زحمات خانم دكتر مر    

 م. ي انجام اين تحقيق، تشكر مي نماي
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