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 1چکیده

های تحلیل عصبی، در میزبانبه دلیل كاربردهای بالینی فراوان در درمان زخم و بیماری Aامروزه پروتئین اكتیوین 

های افزایش تولید، رسیدن به تراكم سلولی بالا میكیب تولیدشده است. ازآنجاكه یکی از راهصورت نوترهای بیانی متفاوتی به

عنوان رسد. بدین منظور در این پژوهش غلظت عصاره مخمر و گلیسرول بهسازی محیط كشت ضروری به نظر میباشد، لذا بهینه

یابی به بالاترین تراكم سلولی ش سطح پاسخ(، برای دست)رو RSMمنابع نیتروژن و كربن محیط كشت با استفاده از روش آماری 

سازی شد. همچنین تأثیر نمك كلرید منیزیوم بهینه Activin A : pET21aترانسفورم شده با وكتور  21BL E. coli( DE3) باكتری

(2MgCl )تراكم سلولی )رشد( در دهنده بالاترین بر روی میزان رشد باكتری مذكور مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاضر نشان

علاوه نتایج دات باشد. بهمی 2MgClمولار نمك میلی 30گرم بر لیتر گلیسرول،  5/22گرم بر لیتر عصاره مخمر،  5/42غلظت 

شده نسبت نوتركیب در شرایط بهینه Aدر این مطالعه نشان داد كه میزان بیان پروتئین اكتیوین  Image Jافزار بلات و آنالیز با نرم

 توجهی داشته است.ه محیط كشت پایه افزایش قابلب

 .2MgCl، عصاره مخمر، گلیسرول، A: اكتیوین كلیدی هایه واژ

 مقدمه

 Transforming Growth)بتا یدهندهفاكتورهای رشد تغییر شکل ی، پروتئینی از اعضای ابر خانوادهAپروتئین اكتیوین 

βFactor ) (β-TGFم )یر واحدهایورت هومودایمری از زصباشد. این پروتئین بهی A صورت و بهAβ/Aβ باشد كه مونومرها در یم

. این پروتئین كه توسط گنادها، (Litwack, 2011; Stewar et al., 1986)اند سولفیدی به یکدیگر متصل شدهآن با پیوندهای دی

جمله رشد، تمایز، التهاب، آپوپتوز،  شود، در فرآیندهای سلولی متعددی ازها در بدن انسان تولید و ترشح میجُفت و سایر ارگان

. ازآنجاكه امروزه این پروتئین (Tsuchida et al., 2009; Xia and Schneyer, 2009)كند های عصبی شركت میحفظ و بقای سلول

 Shidaifat)داكرده استیهای تحلیل عصبی پهای بنیادی و درمان بیماریكاربردهای بالینی متعددی در ترمیم زخم، تمایز سلول
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et al., 2001; Abdipranoto-Cowley et al., 2009; Antsiferova et al., 2012; Silva et al., 2014)   لذا تولید مقادیر زیادی از

 باشد.صورت نوتركیب حائز اهمیت میژه بهیوآن به

 Yam et) پیکیا پاستوریس، مخمر CHOهای یوكاریوتی مثل تولید این پروتئین در میزبانها حاكی از بیان و گزارش

al., 1999; Papakonstantinou et al., 2009)  و میزبان باكتریاییE. coli (. ازآنجاكه 1395باشد )حاجی حسن و همکاران، می

های نوتركیب ای در تولید پروتئینشده، كاربرد گستردهدلیل سهولت كشت، بازده بالای بیان و ژنتیك شناختهبه  E. coliباكتری 

سازی محیط كشت و . بهینه(Chen, 2012)استفاده گردید  21BL E. coli( DE3)كرده است، در این بررسی از سویه بیانی  پیدا

توجهی افزایش شرایط القا مثل غلظت القاگر، دما و زمان القا، تولید پروتئین نوتركیب تولیدی را در این باكتری به میزان قابل

منظور . لذا در این بررسی به(Azaman et al., 2010; Papaneophytou et al., 2012; Gholami Tilko et al., 2017)خواهد داد 

، منابع كربن و نیتروژن Aابی به بیشترین میزان تراكم سلولی و متعاقباً بیشترین میزان تولید پروتئین نوتركیب اكتیوین یدست

یا همان روش  RSM (Response Surface Methodology)با استفاده از روش آماری  2MgCl)گلیسرول و عصاره مخمر( و نمك 

 سازی شدند.اسخ بهینهسطح پ

 هامواد و روش

كانادا خریداری شدند. ( Quelab)كانادا و كیولب  (Biobasic) گلیسرول و عصاره مخمر به ترتیب از شركت بیوبیسیك

آمریکا خریداری شدند. كاغذ  (Sigma) از شركت سیگما 2O2Hهیستیدینی و بادی ضد دنباله پلیسیلین، آنتیبیوتیك آمپیآنتی

 آلمان تهیه شدند. (Merck)داری شد و بقیه مواد و بافرها از شركت مرک یکا خریآمر (Millipore)پور لییوسلولز از شركت مترین

 سویه باكتری و وكتور

 (Novagene) ساخت شركت نواژن pET21aو وكتور بیانی )+( BL21 E. coli( DE3)در این تحقیق از سویه باكتریایی 

( و متعاقباً كلون آن در وكتور مذكور توسط NCBI=NM_002192انسانی )كد  Aاكتیوین  cDNAنتز آمریکا استفاده گردید. س

انجام شد. وكتور نوتركیب حاصله به روش شوک حرارتی به باكتری مربوطه ترنسفورم گردید  (Shinegene) جینشركت شاین

(Sambrook et al., 2001). 

 تهیه محیط كشت

گرم بر لیتر، عصاره  20تریپتون )SOB  (Super Optimal Broth )شده برای كشت شبانه، محیط محیط كشت استفاده

 µg/mlگرم بر لیتر( بود كه  KCl 2/0مولار و نمك لییم 2MgCl 10گرم بر لیتر، نمك  aClN 5/0گرم بر لیتر، نمك  5مخمر 
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 rpmگراد و دور شیکر درجه سانتی 37ساعت در دمای  14سیلین به آن افزوده شد. كشت شبانه به مدت بیوتیك آمپییآنت 100

 انجام شد. 180

 2MgClتعیین بهترین غلظت 

استفاده گردید )نمونه  2MgClبدون نمك  SOBبهترین غلظت نمك كلرید منیزیم از محیط  منظور به دست آوردنبه

صورت جداگانه به محیط كنترل اضافه گردید. پس از به 2MgClمولار لییم 50و  40، 30، 20، 10، 5 یهاكنترل(. سپس غلظت

کر یگراد و دور شیدرجه سانت 37 یساعت در دما 12ها به مدت ها، نمونهتلقیح میزان مساوی از كشت شبانه به هریك از محیط

rpm 180 نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر  600ها در انکوبه شدند و جذب نوری آنUV-Vis ترمو( (Thermo )-

 ساخت آمریکا( در فواصل زمانی معین قرائت گردید.

 RSMبا استفاده از روش سازی غلظت كربن )گلیسرول( و نیتروژن )عصاره مخمر( بهینه

سازی غلظت منابع كربن و نیتروژن محیط كشت از روش سطح پاسخ ها و بهینهدر این پژوهش برای طراحی آزمایش

(RSMاستفاده گردید. بهینه ) 1نانومتر یا همان تراكم سلولی 600سازی دو متغیر )منبع كربن و نیتروژن( و آنالیز پاسخ )جذب در 

ارزیابی شد. بدین  test-Fدار بودن مدل از طریق یآمریکا( انجام شد. معن- 2)استاتئاز Design Expert 0/7افزار با استفاده از نرم

شده توسط گرم بر لیتر( طبق طراحی انجام 80تا  5گرم بر لیتر( و عصاره مخمر ) 40تا  5های مختلف گلیسرول )منظور از غلظت

گرم بر  2/0و  NaClگرم بر لیتر نمك  2MgCl ،5/0مولار نمك میلی 30های كشت یطافزار استفاده گردید. به هریك از محنرم

حجمی( به هر یك -درصد حجمی 1، تلقیح باكتری از كشت شبانه )4/7در  pHاضافه گردید و پس از تنظیم  KClلیتر نمك 

ساعت انجام شد و میزان رشد یا  12به مدت  rpm 180کر یگراد و دور شیدرجه سانت 37 یصورت پذیرفت. انکوباسیون در دما

 نانومتر مورد ارزیابی قرار گرفت. 600تراكم سلولی با قرائت جذب در 

 (Dot Blot) د آن با استفاده از تکنیک دات بلاتییو تأ Aبیان پروتئین نوتركیب اكتیوین 

طور جداگانه به بهActivin A:: pET21aحاوی وكتور  BL21 E. coli( DE3)سویه  یدرصد از كشت شبانه 1میزان 

 rpmکر یگراد و دور شیدرجه سانت 37اضافه گردید. كشت در دمای  RSMشده توسط روش نهیو محیط كشت به SOBمحیط 

 IPTGمولار میلی 1توسط غلظت  T7ازآن القای پروموتر نانومتر انجام شد. پس 600موج در طول OD=6/0تا رسیدن به  180

درجه سانتی 4ها در دمای زمان انکوباسیون، سلولساعت دیگر ادامه یافت. پس از اتمام مدت 4 صورت پذیرفت و انکوباسیون3

منظور مولار استخراج گردید. به 8شدند. سپس كل محتوای پروتئینی با افزودن اوره  یآورسانتریفیوژ و جمع g 5000گراد و در 

                                                                                                                                                                                      
1 Cell Density 
2 Statease 
3 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
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پروتئینی استخراج یهادقیقه استراحت( استفاده شد. نمونه 1سیکل تکرار به فواصل  10شکست سلولی از روش سونیکاسیون )

 Tris-HClو  NaCl)نمك  TBS-Tگذاری شدند. كاغذ توسط بافر بلوكه كننده شده به مقدار مساوی بر روی كاغذ نیتروسلولز لکه

بادی ، آنتیT-BSTبلوكه شد. پس از انجام سه مرحله شستشو با بافر 1ر خشك بدون چربی یدرصد ش 5( حاوی Tween 20 و

به كاغذ اضافه گردید. در  1000:1با رقت  HRP (Horseradish Peroxidase )هیستیدینی متصل به مونوكلونال ضدِ دنباله پلی

 انکوبه گردید. HRPم یعنوان سوبستراهای آنزو پراكسید هیدروژن به DABپایان، كاغذ با 

 نتایج

 هابر رشد باكتری 2MgClتأثیر 

) Hanlon1968 et al.,Lusk ; ها ضروری است برای رشد باكتری 2MgClی از آن است كه وجود نمك ها حاكگزارش

)2014; Nierhaus 2009 et al.,; J. Cao 9419; Walker 1982 et al.,2منظور به دست آوردن بهترین غلظت . لذا بهMgCl هفت ،

پس از كشت  ( اضافه گردید.2MgCl)نمونه كنترل بدون  SOBمولار( تهیه و به محیط كشت میلی 50تا  0غلظت مختلف از آن )

ت ترسیم شد الانانومتر، منحنی رشد در هریك از ح 600ساعت و قرائت جذب در  12ها به مدت ها در هر یك از محلولباكتری

 nm=3/4فتد )ایاتفاق م 2MgClمولار از نمك شود، كمترین میزان رشد در غلظت صفر میلییطور كه مشاهده م(. همان1)شکل 

600 OD 2مولار از نمك میلی 30( و بهترین رشد در غلظتMgCl می( 8/9باشد=nm 600 OD.) 

                                                                                                                                                                                      
1 Skimmed Milk 
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 مختلف نمک كلرید منیزیم.های در غلظت E. coli  های رشد باكتریمنحنی: 1شکل

ها نداشته، تنها تأثیر مثبتی بر روی كشت باكترینه 2MgClمولار نمك میلی 30های بالاتر از ذكر است كه غلظتانیشا

 به محیط كشت اضافه گردید. 2MgClمولارِ نمك میلی 30بلکه اُفت رشد را نیز باعث شده است. لذا در بقیه مراحل كار غلظت 

 RSM (Response Surface Methodology)عصاره مخمر با استفاده از روش سطح پاسخ و غلظت گلیسرولسازی بهینه

، به دست آوردن غلظت مناسبی از منابع كربن و نیتروژن از عوامل E. coliابی به تراكم سلولی بالا در یمنظور دستبه

گرم بر لیتر عصاره مخمر و  40تا  5و  80تا  5های باشد. بدین منظور در این مطالعه به ترتیب غلظتكلیدی و ضروری می

عنوان زمان این دو متغیر بر روی تراكم سلولی یا همان رشد بهعنوان منابع نیتروژن و كربن انتخاب شدند و تأثیر همگلیسرول به

 (.1مورد آنالیز قرار گرفت )جدول  Design Expertافزار پاسخ، به كمك نرم

 .سازی منبع كربن و نیتروژننهیبرای به CCDشده توسط یراحهای طشیآزما :1جدول 

 آزمایش
 غلظت عصاره مخمر

 )گرم بر لیتر(

 سرولیغلظت گل

 )گرم بر لیتر(

 (1پاسخ )

nm600OD 

1 1- g/l 0/5 1- g/l 0/5 3 

2 1+ g/l 0/80 1- g/l 0/5 5/5 

3 1- g/l 0/5 1+ g/l 0/40 3/4 

4 1+ g/l 0/80 1+ g/l 0/40 6 

5 1- g/l 0/5 0 g/l 50/22 5/4 
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6 1+ g/l 0/80 0 g/l 50/22 2/7 

7 0 g/l 50/42 1- g/l 0/5 5/6 

8 0 g/l 50/42 1+ g/l 0/40 8/7 

9 0 g/l 50/42 0 g/l 50/22 8/9 

10 0 g/l 50/42 0 g/l 50/22 78/9 

11 0 g/l 50/42 0 g/l 50/22 9/9 

12 0 g/l 50/42 0 g/l 50/22 83/9 

13 0 g/l 50/42 0 g/l 50/22 8/9 

 

توان چنین استنباط كرد كه در یها است، مشده در هر یك از غلظتمیكه منحنی ترس 2و شکل  1با مشاهده جدول 

گرم بر لیتر گلیسرول بالاترین تراكم سلولی یا رشد اتفاق افتاده است؛ در  5/22گرم بر لیتر از عصاره مخمر و  5/42های غلظت

گرم بر  5باشد. از طرف دیگر كمترین تراكم سلولی مربوط به كمترین غلظت در دو متغیر یعنی می nm600OD=9/9این شرایط 

 باشد.لیتر می

 

مختلف عصاره مخمر و گلیسرول مطابق با  یهاهای حاوی غلظتدر محیط كشت E. coliهای رشد باكتری منحنی :2شکل

 جدول یک

دهند كه با افزایش غلظت عصاره مخمر و گلیسرول به ی( نشان م3ل شده )شکمیهای برجسته ترسهمچنین منحنی

ازآن با بالا رفتن غلظت دو متغیر تراكم سلولی ابد و پسییگرم بر لیتر تراكم سلولی افزایش م 5/22گرم بر لیتر و  5/42ترتیب تا 

 ابد.ییكاهش م
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ر یأثت یدوبعد: نمایش E. coli .Aرشد سلولی باكتری های مختلف گلیسرول و عصاره مخمر بر زمان غلظتر همیتأث :3شکل

ره مخمر عصا یهار غلظتیتأث یبعدسه نمایشB: )تراكم سلولی(.  یان چگالی نورمیزبر عصاره مخمر و گلیسرول  یهاغلظت

 ان چگالی نوری.میزبر و گلیسرول 

توان دوم غلظت عصاره مخمر و  ( وB(، غلظت گلیسرول )Aغلظت عصاره مخمر ) هایاصطلاحبرای  p-Valueمقدار 

باشد )جدول ها در تولید بهینه تراكم سلولی میاصطلاحدهنده اهمیت این است كه نشان 05/0( كمتر از 2B( و )2Aگلیسرول )

دهنده نشان باشد،می 80/0تر از آمده كه عددی بزرگدست( برای معادله به1)ضریب تشخیص 2R=9734/0(. همچنین مقدار 2

 باشد.افزار برای تولید بالاترین تراكم سلولی میشده توسط نرمبینیشیهای آزمایشگاهی و مقادیر پی مناسب دادههمپوشان

 

                                                                                                                                                                                      
1 Coefficient of Determination 
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 شنهادشده.یپ یهاابی مدلیانس جهت ارزیتحلیل وار: 2جدول

 F-Value (dfدرجه آزادی ) مجموع مربعات عبارت
P-Value 

(Probe>F) 

A 93/7 1 73/32 0001/0 

B 60/1 1 61/6 0331/0 
2A 94/28 1 84/113 0001/0 
2B 37/10 1 77/40 0004/0 

 Aبررسی بیان پروتئین اكتیوین 

 BL21( DE3)، سویه باكتری Aشده بر روی میزان بیان پروتئین اكتیوین نهیمنظور بررسی تأثیر محیط كشت بهبه

گرم بر  5/22گرم بر لیتر عصاره مخمر،  5/42ی هاط كشت حاوی غلظتیدر محActivin A:: pET21aترانسفورم شده با وكتور 

كشت داده شد. از محیط  KClگرم بر لیتر نمك  NaCl ،2/0گرم بر لیتر نمك  2MgCl ،5/0مولار نمك میلی 30لیتر گلیسرول، 

SOB میزان بیان  زمان بیان پروتئین و استخراج كل محتوای پروتئینی، عنوان محیط كنترل استفاده گردید. پس از اتمام مدتبه

(. همان4مورد ارزیابی قرار گرفت )شکل  Image J (Liu et al., 2012)افزار در هر دو نمونه با كمك روش دات بلات و آنالیز با نرم

 باشد.می SOBدر محیط كشت بهینه بیشتر از محیط كشت استاندارد  Aشود تولید پروتئین اكتیوین یطور كه مشاهده م

 

: Image J .Aافزار ز آن با نرمیان در دو محیط كشت استاندارد و بهینه با كمک روش دات بلات و آنالیزان بیمقایسه م: 4شکل

بدون  یوحش E. coliبه ترتیب كنترل منفی ) 4تا  1 یهالکه His-tag.بادی ضد یش دات بلات با استفاده از آنتیجه آزماینت

نه، كنترل منفی یط بهیشده در محترنسفورم شده با وكتور و رشد داده. E. coliشده(، نهیشده در محیط بهوكتور رشد داده

(E. coli شده در محیط دهبدون وكتور رشد دا یوحشSOB  و )E. coli ط یشده در محترنسفورم شده با وكتور و رشد داده

 .Image Jافزار دات بلات با استفاده از نرم یهاآمده از آنالیز لکهدست: جدول بهSOB .Bاستاندارد 
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 گیریبحث و نتیجه

داكرده است. تركیب محیط ینوتركیب بسیار رواج پ های داروییمنظور تولید پروتئینبه E. coli امروزه استفاده از باكتری

باشد. كشت باكتری رگذار بر بازده نهایی تولید پروتئین نوتركیب مییكشت، شرایط رشد، غلظت القاگر و شرایط القاء از عوامل تأث

E. coli های پس از القای مانهای مختلف القاگر، دما و زهای كشت متفاوت، غلظتدر تراكم سلولی بالا با استفاده از محیط

 Larentis et al., 2011; Papaneophytou et al., 2013; Gholami)شده است های متنوعی گزارشمتفاوت برای تولید پروتئین

Tilko et al., 2017)باشد و بهتر است كه یروتئین، بهینه شرایط ذكرشده در بالا متفاوت مذكر است كه در مورد هر پانی. شا

توسط  2018كه در سال  یاطور مثال در مطالعهرگذار بر میزان تولید برای هر پروتئینی انجام شود. بهیسازی عوامل تأثنهیبه

و دمای پس از القا برای دستیابی به  ، بهترین زمانIPTGبهترین غلظت القاگرهای لاكتوز و  ،حاجی حسن و همکاران انجام شد

و همکاران علاوه بر ولنته  ،2008(. در سال Hajihassan and Biroonro, 2018به دست آمد ) Aبیشترین میزان تولید اكتیوین 

و تولید پروتئین نوتركیب،  E. coliبر روی میزان رشد باكتری  TY4و LB1 ،TB2، SB3های كشت متفاوت بررسی تأثیر محیط

 ای كه توسط. همچنین در مطالعه(Volontè et al., 2008)دادند  مطالعه قرار را نیز بر میزان تولید، مورد NaClأثیر غلظت نمك ت

 E. coliجام شد، تأثیر گلیسرول و اتانول بر میزان تولید پروتئین نوتركیب هورمون رشد در ان 2015و همکاران در سال  سواری

های مصنوعی عنوان چاپروندرصد به 3مولار و  6/0 یهاتوانند در غلظتیبررسی شد. این افراد نشان دادند كه گلیسرول و اتانول م

گلیسرول به لین شده توسطعلاوه در گزارش ارائه. به(Savari et al., 2015)عمل كرده و تولید پروتئین محلول را افزایش دهند 

های مركب . لازم به ذكر است كه در بعضی از مطالعات از محیط كشت(Lin, 1976)شده است عنوان یك منبع كربن مناسب ارائه

شده است )جابری انصاری و همکاران،  منظور رسیدن به تراكم سلولی بالا و تولید پروتئین نوتركیب استفادهمت بهیقو ارزان

عنوان یك منبع نیتروژن عمل بهعنوان منبع كربن و هم دهد كه عصاره مخمر هم بهیبسیاری نیز نشان م یها(. گزارش1394

 ;Lee et al., 1997; Shin et al., 1997)دهد یها، بازده بیان و تولید پروتئین را نیز افزایش میكرده و علاوه بر تأثیر بر رشد باكتر

Cao et al., 2013) .عنوان منابع كربن و نیتروژن انتخاب شدند و بهترین غلظت لذا در مطالعه حاضر گلیسرول و عصاره مخمر به

دست آمد. نتایج نشان داد كه با افزایش غلظت ( به RSMها برای رسیدن به تراكم سلولی بالا با استفاده از روش سطح پاسخ )آن

آن با افزایش غلظت،  از ابد و پسییگرم بر لیتر رشد افزایش م 5/42لیتر و  گرم بر 5/22گلیسرول و عصاره مخمر به ترتیب تا 

آمده توسط سایر دانشمندان نیز مطابقت دارد، زیرا این افراد به اثر مهاری منابع دستابد. این نتایج با نتایج بهییرشد كاهش م

علاوه برای رسیدن به تراكم . به(Vuillemin et al., 2014; Yang et al., 2012)اند كردههای بالا اشارهكربن و نیتروژن در غلظت

                                                                                                                                                                                      
1 Luria-Bertani medium 
2 Terrific Broth 
3 Super Broth 
4 Tryptone Yeast Extract 
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در مقاله خود به تأثیر یون منیزیم بر پروتئین 2014در سال  نیرهاوس طور مثالسلولی بالا حضور یون منیزیم ضروری است، به

 10 تر ازهای پایینكرده كه در غلظتذكر است كه وی در مطالعه خود تنها به این نکته اشاره انیكرده است. شا سازی اشاره

ابی به بالاترین رشد و یترین غلظت این یون برای دستتولید پروتئین بسیار كند خواهد بود، امّا مناسب ،مولار یون منیزیممیلی

 .(Nierhaus, 2014)تولید را به دست نیاورده است 

رسیدن به بالاترین تراكم سلولی و  یبرا 2MgCl، در مطالعه حاضر بهترین غلظت یون لذا با توجه به اهمیت این یون

مولار از این نمك بهترین میلی 30بالطبع آن بیشترین میزان تولید پروتئین، به دست آورده شد. نتایج نشان داد كه در غلظت 

علاوه نتایج حاصل از دات فزایش غلظت بیشتر تأثیر مثبتی بر رشد نخواهد داشت. بهرا خواهیم داشت و ا E. coliرشد باكتری 

شده ازنظر غلظت گلیسرول، نهینشان داد كه در محیط به Aدر بررسی میزان بیان پروتئین اكتیوین  Image Jافزار بلات و نرم

ای داشته ملاحظهافزایش قابل SOBا محیط استاندارد در مقایسه ب Aعصاره مخمر و یون منیزیم تولید پروتئین نوتركیب اكتیوین 

 است.
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Abstract1 

Nowadays recombinant activin A has been produced in different expression hosts because of its vast clinical 

applications. As obtaining the highest cell density is one way to increase the production, optimization of cell culture 

medium is necessary. So in this study, glycerol and yeast extract concentration as carbon and nitrogen sources of 

medium was optimized by using RSM (response surface methodology) in order to achieve the highest cell density 

of E. coli DE3 )21BL) strain transformed with pET21a:activin A vector. Furthermore, the effect of MgCl2 on the 

growth of mentioned bacterium was studied. The results showed that the highest cell density (growth) was achieved 

in 42.5 g/L of yeast extract, 22.5 g/L of glycerol and 30 mM of MgCl2. Also, dot blot results and data analysis with 

Image J in this study showed that the expression level of recombinant activin A in the optimized medium has been 

increased in comparison to standard cell culture medium. 

Keywords: Activin A, Glycerol, Yeast extract, MgCl2. 
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