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  چکیده      

 ۱۰۰ سـنگين بـه وزن   ي  كيلودالتـون و يـك زنجيـره   ۵۰ سبك بـه وزن ي  به لحاظ ساختاري از يك زنجيره      A سم بوتولينوم تيپ   :هدفزمينه و   
کـه بخـش     اسـت (Domain)اين پروتئين شامل سه بخـش  . اند هم متصل شده  هسولفيد ب ند ديدالتون تشكيل شده است كه توسط يك با      كيلو
 ـ ما  در اين پژوهش، هدف.باشد ي ميميت آنز ي فعال ي سبک آن دارا   ي  رهيزنج  دسـت آوردن يـك پـروتئين     هاز توليد نوتركيب بخش عملكردي ب

  .زايي آن است مناسب جهت بررسي ايمني
پس از بررسي تـرادف ژن  .  كروموزومي به روش قليايي استخراج گرديدDNAهوازي رشد داده شد سپس     ايط بي  باكتري در شر   :يروش بررس 

 بر روي سه ناقـل  PCRمحصول . سازي شد   فراوان (PCR)اي پليمرازي  هاي زنجيره  از طريق واكنش   نظر  مورد ي  مربوطه و طراحي پرايمر قطعه    
بررسي و صحت محصول بـا     SDS-PAGEپروتئين حاصل از بيان توسط. ي گرديدساز همسانهpET32a  و  pRSETA،  pET28a بياني

زايي بـر   سازي شد، ايمني  كروماتوگرافي ميل تركيبي خالص   ي  وسيله  هب گرفت و سپس     يد نهايي قرار  يأت بلاتينگ و واكنش اليزا مورد     روش وسترن 
  . ر گرفتروي موش سوري در سه مرحله صورت گرفت و نتايج آن مورد بررسي قرا

 ي  درجـه ۳۰ ساعت در دماي ۱۵ ي و زمان القا۶/۰ ، جذب نوري   IPTGمولار    ميلي ۵/۰در اين تحقيق بالاترين بيان در شرايط غلظت          :ها  يافته
 ـ.سازي گرديد پروتئين بيان شده توسط ستون کروماتوگرافي ميل ترکيبي خالص .دست آمد  هگراد ب  سانتي  ـ حاصـل از تزر يبـاد  ي آنت ن يروتئپ ـق ي
  . شودLD50 ۱۰۰ در دوزها  مانع از مرگ موشب توانست ينوترک
دست   هان مناسبي ببي توانستيم در اين تحقيقباشد ولي ما   ضعيف ميEcoli در سيستم ATي از يهايي با درصد بالا  چند بيان ژن   هر :گيري  نتيجه
هـا ايـن    ين انتهايي به ستون دشوار بوده كـه بـا تغييـر در روش    تخليص پروتئين نوتركيب در مراحل اوليه به دليل اتصال ضعيف هيستيد        .آوريم

در مقايسه با د شده ي توليها يباد يز مشخص شد که آنتينظر ن ب موردين نوترکي پروتئييزا يمنيدر بحث ا .شدسازي   خالصدرصد ۹۰پروتئين تا 
   .ستي پاييني برخوردار ايزا دهنده از ايمني بادي توليد شده عليه بخش اتصال آنتي
  پروتئين نوتركيب ،مرازي پليا رهيواکنش زنج ،بخش عملكردي  ،Aكلستريديوم بوتولينوم تيپ : يديگان کلواژ
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  مقدمه 
هاي درشت و گرم مثبـت       جنس كلستريديوم شامل باسيل        
آئروفيـل بـوده و توليـد        هوازي مطلق يا ميكـرو     باشد كه بي   مي

 از ايـن نوروتوكـسين      نمايد، تاكنون هفت سـروتيپ     اسپور مي 
  Gو : F ,E ,D ,C1 ,B ,Aشناخته شده است كه عبارتند از

  باشـند  زا مـي  در انسان بيماريF و E ,B ,Aهاي  كه فقط تيپ
حساسيت اين نوع باكتري نسبت به اكسيژن بـه علـت           . )۲،۱(

  توانـد اكـسيژن    پـروتئين اسـت كـه مـي     هاي فـلاو  وجود آنزيم 
ســم . تبــديل نمايــدد ســمي بــه مــوارا احيــا نمــوده و آن را 

  تـرين اگزوتوكـسين شـناخته شـده      قويكلستريديوم بوتولينوم  
   .)۲-۴( شـود  ايجاد بيمـاري بوتوليـسم مـي      باعث  كه  باشد    مي

   ۴۹۲۹داراي  A  ســــم بوتولينــــوم تيــــپي ژن كدكننــــده
 ـ   تـوالي . باشـد  مـي  جفت بـاز     صـورت يـك     هترجمـه شـده ب

)Open Reading Frame [ORF](  بـاز   جفـت  ۳۸۹۱بـا
 شـروع و بـه      AUG شناسايي شده است كه با كدون آغازين      

 سـم  ي كننـده  بررسي ژن كد  . شود ختم مي  UAAكدون پايان   
 ييدهـد كـه ايـن ژن درصـد بـالا          نشان مـي   A بوتولينوم تيپ 

ترشح سم بوتولينوم   . )۵( شود  را شامل مي   ) درصد AT) ۷۰از
 از  شود و تغييـرات پـس       پپتيد راهنما وساطت نمي    ي  وسيله  هب

پپتيد تازه سنتز شده، فقط به حذف   پليآميني در انتهاي   ترجمه
   .)۶-۸( دشو مييك متيونين محدود 

دالتـون    كيلـو  ۱۵۰نروتوكسين سم بوتولينوم پروتئيني بـه وزن        
طور اختصاصي بر روي اعـصاب كولينرژيـك اثـر            هبوده كه ب  

و  شـده    كولين  استيل روترانسميتر ن گذاشته و مانع از آزادسازي    
 ـ  . گردد  سبب فلج شل مي    نهايتدر   صـورت يـك      هابتدا سم ب

ها به ثير پروتئازأت  سپس تحت  هشد ته  پپتيدي ساخ   پلي ي  زنجيره
 ـ   شود  مي  شكسته   سبك و سنگين     يها زنجيره  ي  وسـيله  ه كـه ب

  . )۲،۱( اند سولفيدي به هم متصل شده  ديپيونديك 
 و مينـي انتهـاي آ دهنده در   سنگين شامل بخش انتقال   ي  زنجيره

 ي   بـوده و زنجيـره     انتهـاي كربوكـسيل   دهنـده در     بخش اتصال 

 مراحـل  .)۷-۹( باشد سبك نيز شامل بخش عملكردي سم مي      
  :عبارتند ازعملكرد 

) Binding domain(  دهنـده  بخش اتصال   اول اتصالي مرحله
 ي كــه بــر روي غــشا اســت ســطح ســلوليهــاي گيرنــدهبــا 
ر به ورود سـم بـه داخـل      منجاين امر   سيناپتيك قرار دارد     پري

 دوم ايجـاد  ي مرحلـه . شـود   اندوسيتوز ميي سيناپس با پروسه 
 )Translocating domain( دهنـده  كانال توسط بخش انتقـال 

ــر روي غــشا ــدوزومي  يب ــهان  ســوم ورود بخــش ي و مرحل
باشد   ميبه داخل سيناپس )Catalytic domain (عملكردي

دهنـده در    انتقـال كه از طريق كانال ايجاد شده توسـط بخـش           
  سـم بوتولينـوم    . )۱۰،۷و۱۱( گيـرد   صورت مي   اندوزوم يغشا

  بـروين  سـيناپتو  پـروتئين باشـد،    داراي سه نـوع سوبـسترا مـي       
)Vesicle Associated Membrane Protein [VAMP2]( 

   بـوده و پـروتئين  C و F ,D ,B هـاي  كه سوبـستراي سـروتيپ  
  

)[SNAP25] Synaptosomal associated protein of 25KD(   
  

 بـوده و سيناتاكـسين   Cو  B ,Aهـاي  كه سوبستراي سروتيپ
)Synataxin(  كــه ســروتيپC گــذارد   روي آن اثــر مــي  
 بعد از ورود A بخش عملكردي سم بوتولينوم تيپ . )۱۲-۱۰(

  در موقعيــتSNAP25بــه ســيناپس بــر روي پــروتئين    
ا  ر ر گذاشـته و آن  اث ۱۹۸ آرژنين   -۱۹۷گلوتامين هاي آمينه اسيد

هـاي حـاوي    از اتصال وزيكولمانع  و از اين طريق كند  مي يزل
ي آن از سـاز  آزاد نهايـت    درو  ي سـيناپس    ه غشا كولين ب  استيل

ات مربوط  با وجود گزارش   ).۱۴،۱۳( شود وسيتوز مي گزطريق ا 
   ،)۱۵ -۱۷( دهنـده   اتـصال  هـاي  ي بخـش  يزا  ايمني ي   مطالعه به

 ـزا  ايمنـي ي  هنوز اطلاعاتي در زمينه    بـه  عملكـردي  ش ي بخ ـي
 ـدهنـده   ي و يا همراه با بخش اتـصال  يتنها در طـور شـفاف   ه ب

 كـه بـا توليـد        تحقيق ما بر آن شـديم      در اين . باشد دست نمي 
به روش نوتركيب راه براي مطالعه و بررسي        عملكردي  بخش  

قل در تحريك سيستم ايمني     تصورت مس   هي اين بخش ب   يكارا
  .شودهموار 
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  روش بررسی 
  كلـستريديوم بوتولينـوم    ي  سـويه  ي تجربي   العهدر اين مط       
 ـ             Aتيپ  ي  وسـيله   ه جـدا شـده از بيمـاران، پـس از بررسـي ب

)  سـم  يساز يتست خنث و   PCR( هاي تشخيص افتراقي   تست
يگـاز و  ل دهنـده،  هـاي بـرش   آنـزيم (. مورد استفاده قرار گرفت  

پلاسـميدهاي واجـد    . تهيـه گرديـد   فرمنتازاز شركت مراز   پلي
ــوتر ــرنظ T7پروم ــز  pET32a و pRSETA،  pET28a ي ني

مواد استفاده شده جهت . براي الحاق ژن و بيان آن استفاده شد 
 ) ] LMP] Low-melting point( ژل آگارز معمولي و آگارز

 و SDS-PAGE ي  دهنـده   و مـواد تـشكيل      فرمنتـاز  از شركت 
چنـين جهـت     كياژن تهيه شد و هم     وسترن بلاتينگ از شركت   

ــا از ــه   )Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside [IPTG]( الق تهي
عنوان شـاخص وزن     هب. استفاده گرديد  فرمنتازشده از شركت    

و  TaqI هضم شـده بـا آنـزيم       pUC18مولكولي از پلاسميد    
از شــركت فرمنتــاز  100bp DNAشــاخص وزن مولكــولي 

جهت تخلـيص پـروتئين     نيكل  ميل تركيبي  ستون.  شد استفاده
 ادجوانت كامل و ناقص از .ياژن تهيه شدكت كرنوتركيب از ش  

سسه رازي و كانجوگيـت موشـي از شـركت سـيگما تهيـه            ؤم

 از محـيط   Aبراي رشد كلستريديوم بوتولينـوم تيـپ   .)گرديد
 درصـد  ۱۵هوازي با حضور    كشت گوشت پخته در شرايط بي     

 ساعت ۴۸گراد به مدت   سانتيي   درجه ۳۷ در دماي    CO2 گاز
 كرومــوزومي طبــق DNAســپس . )۱۷-۱۹( اســتفاده گرديــد

اســــتخراج و بــــا اســــتفاده از ) ۱۸(هــــاي قبلــــي  روش
پس از بررسـي تـرادف   . اسپكتروفتومتري تعيين غلظت گرديد   

افزارهـاي   بـا اسـتفاده از نـرم       عملكـردي،  ژن مربوط به بخش   
 ژن طراحـي    ي  انتهااختصاصي براي دو     پرايمرهاي يكامپيوتر

ــد ــر  .گرديــ ــوالي پرايمــ ــا  تــ ــارتهــ ــد عبــ     :از  بودنــ
  

´3-ATGCAATTTGTTAATAAAGGATCCTGG -´5  
 BamHI                         پرايمر بالادست

´3-TCACTTATTGTATCCTTTATCGAATTCATC-´5 
  ECORI                          پرايمر فرودست

  

مــراز و پرايمرهــاي   بــا اســتفاده از آنـزيم پلــي PCRتكنيـك  
ــه ــصاصي و نمون ــدهDNA ي اخت ــتخراج ش ــتگاه  اس ــا دس  ب

 ي   درجـه  ۶۲ اتـصال    يگـرفتن دمـا    و بـا در نظـر     ترموسايكلر  
  .صورت گرفتگراد  يسانت

  

   ميكروليتر ۵۰ به حجم PCRنياز براي يك  مواد و مقدار مورد: ۱جدول 
  غلظت نهايي  مقدار  مواد
 1X  ميكروليتر PCR 10X ۵بافر

dNTPs Mix ۱ مولار  ميلي۲/۰  ميكروليتر  
MgSO4  ۴ مولار  ميلي۴  ميكروليتر  

  مولار  ميلي۴/۰  ميكروليتر ۱  پيكومول بر ميكروليتر۲۰پرايمر بالادست 
  مولار ميلي ۴/۰   ميكروليتر۱  پيكومول بر ميكروليتر۲۰پرايمر پائين دست 

  U ۵/۲   ميكروليتر۵/۰  مراز  پلي Pfu DNAآنزيم
   نانوگرم۵۰   ميكروليتر۱  ) ژنوميكDNA(الگو 

     ميكروليتر۵/۳۶  آب مقطر
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مـراز تنظـيم و     پلـي  Taq DNA ابتدا با آنـزيم PCRواكنش
  گونه موتاسيون و تغييـر      منظور احتراز از هر      به . شد سازي بهينه

كه از خاصيت مراز   پليPfuبا آنزيم ژن ي يناخواسته تكثير نها
مواد واكـنش    .صورت پذيرفت  باشد، گيري برخوردار مي   غلط

 ـ  ميلـي ۴/۰هـاي   ه ترتيب بـا غلظـت     ب  ۴ ولار از هـر پرايمـر،  م
 واحـد  dNTPs ،۵/۲مـولار از      ميلي MgSo4 ۲/۰ مولار  ميلي

ــي  ــزيم پل ــ آن ــتفاده    ۵۰ و زارم ــورد اس ــو م ــانوگرم از الگ    ن
 pRSETA و وكتور    PCRمحصول  . )۱جدول   (قرار گرفت 

بـر روي ژل   ECORI  وBamHIبـا دوآنـزيم   هـضم شـده   
سـازي   لص الكتروفورز و با استفاده از كيـت خـا      LMP    آگارز

پـس از تعيـين غلظـت، عمـل الحـاق ژنـي در               ،)فرمنتاز (شد
 سـاعت انجـام   ۱۶گـراد و بـه مـدت      سـانتي ي   درجه ۱۲دماي

 Ecoli Bl21DE3هـاي  بـه سـلول  محـصول الحـاق    .گرفت
 عملكردي بر روي وكتورهاي    ي  قطعه .تراريخت شد ) اژننسي(

كلون گرديد و سـپس بـر         ساب pET32a و   pET28a بياني
دسـت    ههاي ب  كلون. شد تعيين ترادف    pET28aروي وكتور   

  .)۲۱(  گليسرول نگهداري شدنددرآمده 
بخش عملكردي سم بوتولينوم تيپ و تخليص پروتئين بيان 

A:   سازي ابراز، شرايط زير مورد بررسـي قـرار          به منظور بهينه
  .)۲جدول  (گرفت

  

  سازي ابراز شرايط اعمال شده به منظور بهينه: ۲ جدول

  )مولار ميلي( IPTG )ساعت( زمان القا )گراد رجه سانتيد( حرارت
  جذب در طول موج

 متر  نانو۶۰۰

  سيلين آمپي
 )ليتر گرم بر ميلي ميلي(

محيط 
 كشت

۳۷ ۳۳ ۲۵ ۲۰ ۲۴  ۲۰ ۱۵ ۱۰ ۶ ۵/۱ ۱ ۵/۰ ۱/۱ ۹/۰ ۷/۰ ۵/۰ ۲۰۰ ۱۵۰ ۱۰۰  

+  +  +  -  +  +  ++  +  +  +  +  ++  -  -  +  +  +  +  +  
  برتاني لوريا

(LB)   

  

  
  بـــا ســـانتريفوژ هـــا  ســـلول،  از اتمـــام زمـــان بيـــانپـــس

ــع  ــايين جمــــ ــد  دور پــــ ــافروآوري گرديــــ    در بــــ
 

A (Tris HCL 10mM, KCL 50mM, EDTA 1mM, 
 

 PMSF 1mM, Tween 0.5% , Nanidet. 0.5%)  
 

   و  درصــد۷۰قــدرت(حــل و ســپس از طريــق سونيكاســيون 
شكـسته  )  ثانيـه در يـخ  ۴۵ ثانيه سونيكاسـيون و     ۱۵:  سيكل ۵

  در  ۱۴۰۰۰ دقيقـه بـا دور       ۳ سلولي به مـدت      ي  عصاره .ندشد
سـنجي بـر      ي بعـد از پـروتئين     يوژ و محلول رو   يسانتريفدقيقه  

 الكتروفـــورز گرديـــد و بـــه روش SDS-PAGE روي ژل
يـد صـحت پـروتئين      يأبه منظور ت  . آميزي شد  بلو رنگ  كوماسي

بــادي  و آنتــي) كيــاژن(بيـان شــده از روش وســترن بلاتينـگ   
 ـ   . استفاده گرديد Aتيپ   بر ضد ال  کلون پلي  صيبـه منظـور تخل

ــروتئين نوترکيــــب    ليتــــر از   ميكــــرو۵۰۰مقــــدار  پــ
  B  ليتـر از بـافر    ميلـي ۴بيـان بـا    از سـلولي حاصـل    ي  عصاره

)50mM NaH2PO4, 10mM Imidazol, 300mM NaCl ( و
 ـ Ni-NTA agaroseليتر رزين يك ميلي   Bathصـورت   ه ب
 به انكوبه و مخلوط واكنش       ساعت در دماي محيط    ۲به مدت   

هاي  ستون به ترتيب با غلظت    . منتقل شد ستون كروماتوگرافي   
گرفـت،   شو قرار و  مورد شست  ۱۲۰و ۹۰،۶۰،۲۰،۱۰ايميدازول  
ــسيون ــر روي ژل   فراك ــورز ب ــس از الكتروف ــل پ ــاي حاص   ه

SDS-PAGE ۲۲( مورد بررسي قرار گرفت  ده درصد( .  
   :يــشگاهيتزريــق پــروتئين تخلــيص شــده بــه مــوش آزما

 ۵حــاوي ( ميكروليتــر از پــروتئين تخلــيص شــده ۵۰ميــزان 
 ميكروليتـر بـافر فـسفات     ۵۰را با   ) ميكروگرم پروتئين خالص  
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دسـت آمـده در       هب مخلوط كرده و برابر حجم    ) PBS(سالين  
 بعدي ادجوانت ي  اول ادجوانت كامل و در دو مرحلهي مرحله

صـورت  بـه    سـازي   پـس از مخلـوط      و  اضافه )سگيما (ناقص
  . )۳جدول( شد موش سوري تزريقهر صفاقي به 

  
  سازي زمان، نحوه و مقادير پروتئين نوتركيب در مراحل ايمن: ۳ جدول

 روش تزريق همراه  )هر موش( مقدار روز  دوز

 صفاقي ادجوانت كامل  ميكروگرم۵ ۱ دوز اول

 صفاقي ادجوانت ناقص  ميكروگرم۵ ۱۵ دوز دوم

 صفاقي دجوانت ناقصا  ميكروگرم۵ ۳۰ دوز سوم

 عمل آمد هبا استفاده از كمپلكس توكسين و پروتئين نوتركيب خالص شده به روش اليزا ب ۴۵ ارزيابي سرم

  
ييد پاسخ و جلوگيري از بررسـي جـواب كـاذب بـه             أجهت ت 

و ادجوانـت    اسـتريل    PBSچهار موش به عنوان شاهد فقـط        
از  لو قب شد  نجام   روز ا  ۱۵ ي  با فاصله  ها يقتزر. گرديدتزريق  

 يباد ين تيتر آنت   تعيي جهت. گرفت گيري انجام    هر تزريق خون  
  . )۲۳(استفاده شد  توليد شده از روش اليزا

ــي  ــابي ايمن ــزا ارزي ــالش ي ــست چ ــا ت    ):challenge(ي ب
سـازي   با تست چالش از روش خنثي      ييزا براي ارزيابي ايمني  

 ۵۰/۵۰ان  بار بـه ميـز     هاي تهيه شده سم يك     رقت .استفاده شد 
 بادي تهيه  با آنتي۷۰/۳۰بار نيز به ميزان  و يك) حجم به حجم(

 ۳۷ شــده بــر عليــه پــروتئين نوتركيــب، مخلــوط و در دمــاي
 مقـدار . به مدت نيم ساعت نگهداري شـد      گراد    سانتي ي  درجه
بادي تهيه شده به     آنتي_ ژن    از هر مخلوط آنتي     ميكروليتر ۵۰۰

 ـ )ار مـوش  چهمجموع  در  (هر موش   روش فوق به      عنـوان   هب
ژن  آنتـي  هاي تهيه شده      از رقت   ميكروليتر ۵۰۰تست و مقدار    

 )چهـار مـوش  مجموع در (هر موش بادي به    بدون حضور آنتي  
صفاقي توسط سرنگ انسولين   عنوان كنترل به صورت داخل      هب

  .ها بررسي و ثبت گرديد تزريق و رفتار موش
  

  ها یافته
  نوم تيپـكسين سم بوتوليچون سكانس نوكلئوتيدي نروتو     

A ــي از ــاي  غن ــا (ATبازه ــي)  درصــد۷۰تقريب ــد، در  م باش
ــه ــصال   ي مرحل ــوگيري از ات ــراي جل ــا، ب ــي پرايمره  طراح

تر در نظـر  ين، طول پرايمرهـا بلنـد    ي پا غيراختصاصي در دماي  
  و BamHIهـاي    انتخاب جايگاه برش براي آنزيم    . گرفته شد 
ECORI    ها در ساختار ژن  ه نيز به دليل عدم وجود اين جايگا

ــدف ــاه آن  ه ــودن جايگ ــب ب ــرف و مناس ــك ط ــا در  از ي   ه
)Multiple Cloning Site [MCS] (    وكتورهـاي مـورد

  .)۲۴( هـا بـود   نظر از طرف ديگـر دليـل انتخـاب ايـن آنـزيم          
ــزار    ــرم اف ــا ن ــحت آن ب ــر ص ــي پرايم ــد از طراح   Blast بع

 موجود A تيپ بررسي شد كه با سوش كلستريديوم بوتولينوم      
  . ر بانك ژني همخواني داشتد

   PCR ژنـــي هـــدف از تكنيـــك ي جهـــت تكثيـــر قطعـــه
ــد  ــتفاده شـ ــان. اسـ ــه در   همـ ــور كـ ــكلطـ ــده ۱شـ    ديـ

ــي ــد  م ــود بن ــود وج ــاز در   ۱۳۴۳ ش ــت ب ــتونجف ــاي س   ه
   چه پيداسـت   چنان .باشد  مي PCR  مربوط به واكنش   ۴و ۳ ،۲

  گــر بــا   بــا نــشان  مقايــسه بنــدها بــه لحــاظ انــدازه در   
ــه ــول قطعـ ــوري طـ ــواني مـ ــار همخـ ــضافا ،دارد د انتظـ   مـ

ــن ــدهاي   ايــ ــود بنــ ــدم وجــ ــه عــ ــر  كــ ــافي بــ   اضــ
ــصاصيت ــر   اختـــ ــورد نظـــ ــه ژن مـــ ــا بـــ   پرايمرهـــ

  .دلالت دارد
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   درصد ۱ بر روي ژل آگارز PCRبررسي محصول : ۱ شكل
   عملكرديي  قطعهPCR محصول :۱ ستون
    100bp DNA ماركر مولكولي :۲ ستون

  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
كلـون ژن بخـش عملكـردي بـر روي           ساب:  آنزيمي آناليز هضم : ۲ شكل

 مورد هـضم  ECORI و BamHI كه توسط دو آنزيم      pET32aوكتور  
   .قرار گرفت

نظر كه با دو آنزيم فوق   حاوي ژن موردpET32a وكتور   :۴  ، ۳ ،۲ ستون
  .مورد هضم قرار گرفته است

  .) جفت بازpUC/Taq)  ۱۴۴۴،۷۵۴،۴۵۸ ماركر مولكولي :۱ ستون

از ژن مـورد  دست آمـده     ههاي ب  ربوط به آناليز كلون    م ۲ شكل
هاي   مربوط به كلونشكلدر  ۴ و ۳ ،۲ هاي ستون. باشد مينظر  

 شده كلون ژني ي  كه در اثر هضم آنزيمي قطعه    باشند مثبت مي 
 ژن كلـون شـده در شـرايط         يالقا . است از وكتور خارج شده   

.  نمـايش داده شـده اسـت       ۳ شكل در   IPTGمختلف توسط   
شـود بـا اعمـال شـرايط           مـي   مـشاهده  شكلطور كه در     نهما

 قوي  نسبتاpET32a بيان حاصل از  ، القا ي  مختلف در پروسه  
قابـل ذكـر    . يت بود ؤبلو قابل ر   آميزي كوماسي  بوده كه با رنگ   

 A است كه ژن بخش عملكردي كلستريديوم بوتولينـوم تيـپ       
 پيشتر چه چناننمايد،   دالتوني را ايجاد مي     كيلو ۵۰يك پروتئين   

 نوتركيـب يـك      به ابتداي پـروتئين    pET32a وكتور   ذكر شد 
نمايد به همين دليل پروتئينـي        كيلودالتوني اضافه مي   ۲۰ فيوژن
 ـ ۳شـكل   كه در    شـود    ديـده مـي  SDS-PAGEر روي ژل   ب
  .باشد مي كيلودالتون ۷۰ وزني معادلداراي 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 كـه بـر روي   هاي ديگر ژن بخـش عملكـردي       بررسي بيان كلون   :۳ شكل
   . كلون شده استpET32aوكتور 
   IPTGبدون القا با : كنترل )۶ ستون
    IPTGالقا با  :تست) ۵،۴،۳،۲ ستون

ــتون ــروتئين ) ۱ سـ ــشانگر پـ  ۴/۱۴و ۴/۱۸، ۲۵، ۳۵، ۴۵، ۲/۶۶ ،۱۱۶: نـ
  دالتون کيلو

 

   4            3            2            1 

 

2           1 
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 اليزا مـورد آنـاليز    پروتئين توليد شده توسط وسترن بلاتينگ و      
ه شـده   ي ارا ۴ شكلكه نتايج آن در     د  يد گردي يأ ت قرار گرفت و  

يدي اليـزا نيـز در نمودارهـاي        يأنتايج حاصل از تست ت    . است
ــشاناســت  آورده شــده ۲و۱ ــه ن ــده ك ــروتئين ي دهن ــد پ  تولي

  .باشد نوتركيب مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 .هـاي حاصـل از بيـان ژن       عمل وسترن بلاتينگ بر روي پروتئين     : ۴ شكل
  .كلون شده است pET32aبخش عملكردي بر روي وكتور 

  IPTG چهارم القا شده با ي كلون شماره )۱ستون
   IPTGبدون القا با : كنترل )۲ستون
  )كيلودالتون ( پروتئيني نشانگر اندازه )۳ستون

  

هاي وسـترن بـلات و       بيان شده به روش     پروتئين يديأ ت پس از 
 تـصوير طـور كـه در    همـان  .، عمل تخليص انجام گرفـت     اليزا

مـولار    ميلـي  ۲۰و ۱۰هاي اوليه     ر غلظت د پيداست   ۵ ي  شماره
ولي داسازي پروتئين صورت نگرفته است       عمل ج  ،ايميدازول
 پروتئين نوتركيب   مولار ايميدازول  ميلي ۹۰ و ۶۰هاي  در غلظت 

كـه   هاي ديگر از ستون خارج شده      به همراه بعضي از پروتئين    
ــي  ــوردار نم ــالايي برخ ــوص ب ــد از خل ــت . باش  ۱۲۰در غلظ

ــي ــولار ايميـ ـ ميل ــده   دازول م ــارج ش ــول خ ــتونمحل  از س
 .كروماتوگرافي حاوي پروتئين نوتركيب خـالص شـده اسـت         

سـرم حاصـله از تزريـق         زايـي آنتـي     براي بررسي ميزان ايمني   

سـازي   پروتئين نوترکيب بخش عملکردي سم از روش خنثـي     
قبـل از انجـام آزمـايش       . در موش آزمايشگاهي اسـتفاده شـد      

در ايـن تحقيـق دو   . ديـد  سـم تعيـين گر   ي  ز کشنده وحداقل د 
  . موشي جهـت بررسـي مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد             ۴گروه  

 سم را دريافـت کردنـد       ي  ز کشنده وسرم و د    موشي که آنتي   ۴
  ز وهـــا د  موشــي کــه بــه آن   ۴از . همگــي زنــده ماندنــد   

 توكسين تزريق شده بود سـه مـوش زنـده     LD50۱۰ ي  كشنده
ز وتزريـق د در عـين حـال بـا    . ها تلف شـد  ماند و يکي از آن  

هـا    سـاعت مـوش  ۴۸ پـس از گذشـت   LD50۱۰۰  ي کشنده
  هـاي  زوهـاي کنتـرل کـه فقـط د         تمامي مـوش   .همگي مردند 

LD50 ۱، ۱۰  ــد ۱۰۰و ــرده بودنــ ــت کــ ــم را دريافــ    ســ
  .از بين رفتند
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هـاي حاصـل از بيـان        اليزا انجام شده بـر روي پـروتئين       : ۱نمودار  

كـه بـر روي      Aبخش عملكردي سم كلستريديوم بوتولينـوم تيـپ       
   : كلون شده استpET32aوكتور 

  كونژوگه+ آنتي هيستيدين ) +  به تنهاييpET32وكتور( تست -۱

  كونژوگه+ آنتي هيستيدين +   كنترل -۲
   هنژوگو ك+  آنتي هيستيدين+تست  -٣

  كونژوگه+  تست -۴
  كونژوگه+   آنتي هيستيدين-۵

  كونژوگه-۶

  آنتي هيستيدين-۷

  كونژوگه+  كنترل -۸
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هاي حاصل از بيان  دومين اليزا انجام شده بر روي پروتئين: ۲نمودار 

ــوم تيــپ   ــور  Aبخــش عملكــردي ســم بوتولين ــر روي وكت ــه ب  ك
pET32aكلون شده است :   

  

  كونژوگه+ بوتولينوم  آنتي+  )۴كلون ( كنترل -۱

  كونژوگه+ بوتولينوم  آنتي) + ۴كلون ( تست -۲
  هنژوگو ك+بوتولينوم  آنتي ) +۲لون ك(كنترل  -٣

 كونژوگه+ بوتولينوم  آنتي) + ۲كلون ( تست -۴

  كونژوگه+   تست-۵

  كونژوگه+ بوتولينوم   آنتي-۶
  

 توسط ستون Aتخليص ژن بخش عملكردي سم بوتولينوم تيپ : ۵ شكل
Ni-NTA agarose resin :    

  

  .داده شده استمولار كه از ستون عبور   ميلي۱۰ايميدازول ) ۱ ستون
  . داده شده است مولار كه از ستون عبور  ميلي۲۰ايميدازول ) ۲ ستون
  . داده شده است مولار كه از ستون عبور  ميلي۶۰ايميدازول ) ۳ ستون
  . داده شده است مولار كه از ستون عبور  ميلي۹۰ايميدازول ) ۴ ستون
  .  شده استداده مولار كه از ستون عبور  ميلي۱۲۰ايميدازول ) ۵ ستون

 و ۴/۱۸ ،۲۵ ،۳۵ ،۴۵ ،۲/۶۶ ،۱۱۶:  پــروتئيني نــشانگر انــدازه) ۶ ســتون
  .ندالتو  کيلو۴/۱۴

  

  بحث
 نوروتوكـسين   اي است كه توسط     بوتوليسم بيماري كشنده       

 ايجـاد گانه كلستريديوم بوتولينـوم   هاي هفت يپاسروتيكي از   
بخش  با توجه به مكانيسم مولكولي عملكرد توكسين،. شود مي

 هـر  . كاتاليستي سم را بـه عهـده دارد  ي  سبك وظيفه  ي  زنجيره
 توليـد واكـسن نوتركيـب و        ي  بيشتر مطالعـات در زمينـه     چند  
 متمركز شـده     توكسين ي  دهنده بادي بر روي بخش اتصال      آنتي
 ما در اين تحقيـق بـر آن بـوديم تـا ميـزان         اما) ۱۶-۱۹( است

ــي ــا بخـ ـ    ايمن ــسه ب ــردي را در مقاي ــش عملك ــي بخ ش زاي
  . سم مورد مقايسه و بررسي قرار دهيمي دهنده اتصال

) Subclonning(سـازي   همـسانه  در اين تحقيق به منظور زير  
  ايـن  .  استفاده شـد   pET وكتورو بيان ژن موردنظر از سيستم       

  
ــا ــستم غالب ــسانهسي ــراي هم ــشگاهي    ب ــان آزماي ــازي و بي س

  . دشو  استفاده ميE coliهاي نوتركيب در پروتئين
باشـد كـه     ميT7 lacداراي پروموتور  pETوكتوري سيستم 
ــ ــي  وپروموت ــسوب م ــوي مح ــود ري ق ــشانگر . ش ــود ن   وج

6His Tag طرف  در دوMCS   تخليص پـروتئين نوتركيـب 
 ديگر وجـود يـك سـكانس    ي نكته. كند شده را تسهيل مي   بيان
باشـد كـه     مـي MCS، pET32a نوكلئوتيدي در ابتداي    ۳۰۰

التـوني بـه ابتـداي پـروتئين         كيلود ۲۰شود يك پپتيـد    سبب مي 
ي  وادههـاي خـان   كـه ژن  ييجـا  علاوه بر اين از آن     .اضافه گردد 

ــا  ــوم غالبـ ــستريديوم بوتولينـ ــدهاي كلـ ــي از نوكلئوتيـ    غنـ
Aو Tــي ــ  م ــان آن دنباش ــذا بي ــا  ل ــاير وكتوره ــط س ــا توس   ه
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  ).۱۸،۱۷و۲۴( گيرد نمي راحتي صورت  هب
كـردن  طور كلـي بيـان پـروتئين نوتركيـب، بـا تراريخـت                 هب

 پروتئين موردنظر به يك سلول      ي هپلاسميد حاوي ژن كدكنند   
هاي ميزبان در يـك محـيط        دادن سلول  ميزبان مناسب و رشد   

هـا و   مناسب و تحريك بيـان و در پايـان بـا ليزكـردن سـلول            
 براي تأييد حضور SDS-PAGEها روي ژل  بررسي پروتئين

يق سوش با انتخاب دق  .  است دسترسي، قابل    پروتئين نوتركيب 
هـاي نوتركيـب     ميزبان، وكتور و شرايط رشد اغلـب پـروتئين        

.  كلون شوند و در سطح بالايي بيان شوندE coliتوانند در  مي
سـازي شـده     براي بيان در سطح بالا بهينـه    pETسيستم بياني   

  بايـست   است، اما شرايط بهينه بيـاني بـراي هـر پـروتئين مـي           
ورهاي بيـاني مـورد     يكي از وكت  . صورت تجربي معين شود     هب

 است كه تاكنون گزارشي از بيان ژن        pET32aاستفاده وكتور   
توكسين كلستريديوم بوتولينوم در آن وجود نداشته اسـت امـا           

توجه ما قرار گرفت و نتايج حاصل بسيار         هاي آن مورد    قابليت
بخش و سطح بيان بسيار بالا بوده و همين امـر نـشان              رضايت

اي در سطح بيان اين ژن        كننده تعييندهد كه وكتور از نقش       مي
 ايـن   pET32aهـاي سيـستم      از ويژگي . برخوردار بوده است  

سـلولي و پروتئازهـاي متـصل بـه          است كه پروتئازهاي خارج   
 سلولي بسيار كم بـوده لـذا فعاليـت پروتئـازي روي             ي  هرديوا

در تحقيقـات قبلـي مـا در خـصوص       .باشد  محصول پايين مي  
 بـا  pETكيب بيان شده در سيـستم       هاي نوتر  تخليص پروتئين 

 ي  كـه در مراحـل اوليـه        از جمله ايـن   مشكلاتي مواجه بوديم    
هاي كم ايميدازول از ستون خارج   تخليص، پروتئين در غلظت   

طور مطلوب صورت   هسازي ب  عمل خالص شد كه در نتيجه مي
تـوان بـه     چه مسلم است دليل ايـن امـر را مـي           آن .گرفت نمي

ن هيستيدين در انتهاي ايـن پـروتئين بـه          اتصال ضعيف با نشا   
چنين مـشكلي قـبلا نيـز توسـط مـا و سـاير       . رزين بيان نمود 

ايـن محققـين    ). ۱۷، ۱۸ ،۲۴و۲۵(محققين گزارش شده است     
دليل امر را احتمال مخفي شـدن نـشان هيـستيدين در داخـل              

اند و براي حل مشكل از نشان هيستيدين در   پروتئين ذكر كرده  

اسـتفاده  ) انتهاي آميني و انتهـاي كربوكـسيل      (دو سر پروتئين    
تجربيـات  كار بـردن     هو بهاي لازم   پس از بررسي  ما. اند نموده

نتـايج  بـه   خود در خصوص تخليص اين پـروتئين نوتركيـب          
 ۵ طـور كـه در شـكل       همـان  ).۱۸-۲۵(دست يـافتيم    مطلوبي  

ــورد  ــروتئين م ــر در غلظــت  پيداســت پ ــي۱۲۰نظ ــولار   ميل م
باشـد،   تون خارج شده است كه مورد انتظار مي ايميدازول از س  

قابل ذكر است كه ما در اين تحقيـق بـا بهينـه كـردن شـرايط               
 ـ    طـور    هتخليص توانستيم پروتئين را با يك نشان هيـستيدين ب

  . يميقبولي جداسازي نما قابل
زايـي پـروتئين نوتركيــب از     نـشان دادن قابليـت ايمنـي   يبـرا 

 ـ      يباد ي ميزان توليد آنت   ي  رابطه    شـده  ي و مقـدار توکـسين خنث
 در طـول    ي ايـن بررس ـ   يبـرا  .گردد ي آن استفاده م   ي  وسيله  هب

تيتر سرم بـه روش      .است   شده يگير يند از روش اليزا بهره    آفر
 ـ          اليزا بيان  ژن تجـويز شـده      يگر پاسخ تام بـدن نـسبت بـه آنت

 ـ  تواند بيان ي نمباشد اما الزاما   يم ثر در ؤ م ـيبـاد  يگر ميـزان آنت
 بـالا بـين     ي  ي رابطـه     مقايـسه  ولي . توکسين باشد  يازس يخنث

ها و تيتر سرم  نتايج حاصل از چالش و ميزان زنده ماندن موش
 پـروتئين نوترکيـب   يگر قابليت بـسيار بـالا   در تست اليزا بيان 

ي ي كارا و حيوان مدل بوده     يتهيه شده در تحريک سيستم ايمن     
در . ارددمحافظـت حيـوان بـر عليـه توكـسين را            بالايي براي   
 ـ ي ب ي بر رو   و همکاران  دورف گيلستحقيقي که    ص و  يان، تخل

 ـ بوتول Bپ  ي ت ين بخش عملکرد  ي پروتئ ييزا يمنيا سم انجـام  ي
هـا را     مـوش  هـا توانـست    ه شده توسط آن   يم ته سر يد، آنت دادن

 ـ سم محافظت نما   LD50۱۰۰۰ز  وحداکثر در برابر د    . )۲۶( دي
بخـش  ،   و همکـاران   جنـسن  انجـام شـده توسـط        ژوهشدر پ 

 ـيبه طور جداگانه و هم به طـور ترک  هم   ، سم يعملکرد  بـا  يب
 ـ توليشگاهي ـط آزماي در شـرا   ، سـم  ي  دهنـده  بخش انتقال  د و ي

 حاصل از يها  موش. قرار گرفتيها مورد بررس  آنييزا يمنيا
 خالص يها کروگرم از پروتئيني م۱۵ و ۵با غلظت من شدن يا

ا تحمـل   سـم ر ۱۰۰۰۰ و LD50 ۱۰۰۰ زاني ـشده توانـستند م   
   شـده و  وژين ف ي پروتئ ييزا يمنيزان ا يملازم به ذکر است     . کنند
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  .بخش عملکردي جداگانه هيچ تفاوتي بـا هـم نداشـته اسـت           
توانـد   ي م ـ يب عملکـرد  ين نوترک يند که پروتئ  دن گروه معتق  يا
ن يومب ـن حال ادجوانت آل   يدر ع  .ه دهد ئ را ارا  يقبول  قابل ينميا

 ـ ن۲۰۰۲در سال  .)۲۷( ننددا ي مناسب م  يساز يمني ا يرا برا  ز ي
ج ي به نتـا   يني پروتئ ي  ن قطعه يص ا يبا تخل و همکاران   چادوك  

ن ييپـا  .)۲۸( افتندي آن دست    ييزا يمني در خصوص ا   يمشابه
د بـه علـت نـوع       يق حاضر شا  ي در تحق  يساز منيج ا يبودن نتا 
 ـ   يا .ص شده باشد  ين تخل يکننده پروتئ  بافر حل   ين همـان مطلب

 نتايج تحقيـق  .کيد دارندأنش بر آن ت  و همکارا  جنسن  که است
 سبك  ي  ي توليد شده عليه زنجيره    باد   آنتي گر اين است که    بيان
زايـي بـر عليـه سـم           ثري بـراي ايمنـي    ؤتواند عامل م ـ    ميسم  

در مقايـسه بـا     رسد  به نظر مي   هرچند ، باشد A تيپبوتوليسم  

  . است  پاييني برخوردار  زايي ايمني سم از    ي  دهنده بخش اتصال 
  
  گیري جهنتی

   در سيـستم   ATهايي با درصد بـالايي از         هرچند بيان ژن       
Ecoli  باشد ولي ما در اين تحقيق توانـستيم بيـان             ضعيف مي

 تخليص پروتئين نوتركيب در مراحل .دست آورديم   مناسبي به
اوليه به دليل اتصال ضعيف هيستيدين انتهايي به ستون دشـوار   

درصـد   ۹۰ پـروتئين تـا      هـا ايـن    بوده كـه بـا تغييـر در روش        
ي پروتئين نوترکيب مورد    يزا  در بحث ايمني  . سازي شد   خالص

هاي توليد شده در مقايسه با  بادي  نظر نيز مشخص شد که آنتي     
 ـزا دهنـده از ايمنـي     بادي توليد شده عليه بخش اتـصال        آنتي ي ي

   .پاييني برخوردار است
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Background and Objective: Botulinum neurotoxin type A, structurally consists of a 50KD light chain and a 

100 KD heavy chain linked by a disulfide bond. The protein can further be divided into three functional 

domains of which catalytic domain corresponds to the light chain. In this research we aimed to produce 

recombinant catalytic domain in order to obtain a protective protein.  

Materials and Methods: Bacteria were grown in anaerobic conditions and genomic DNA was extracted by 

alkaline method. Following the gene coding a set of primers was designed and the catalytic domain was 

amplified through PCR. The PCR product was then cloned into three expression vectors namely pRSETA, 

pET28a and pET32a. The expressed protein was analyzed on SDS-PAGE and confirmed by ELISA and 

western blotting and then purified by affinity chromatography. 

Results: In this research the maximum expression was obtained at 0.5 mM IPTG,OD600:0.6 and 15 hours of 

induction at 30˚C. The protein so expressed was purified by affinity coulmn chromatography .The antibody 

raised against recombinant protein could protect the rats by 100 LD50 .  

Discussion: Though the expression of AT- rich genes in E.coli system is low, we could obtain an appropriate 

level of expression in this study. The purification of recombinant protein in the early stages was elusive in 

the extreme by affinity chromatography due to the weak binding of histidine N-terminal to the column, 

howerer 90% purification was achieved through modification of the technique. The antibody produced 

against this domain was less protective compared to that of binding domain. 

 

Key words: Clostridium botulinum type A, Catalytic domain, PCR, Recombinant protein.  

  




