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Abstract 
 

Background and Objectives: Botulism syndrome is caused by 

Clostridium botulinum neurotoxin. This neurotoxin has 7 serotypes, 

from A to G. The best way to prevent botulism syndrome caused by 

BoNT/B is immunization with recombinant binding domains of 

BoNT/B (due to containing sufficient epitopes to stimulate the immune 

system). In this study, the expression of the BoNT/B binding domain as 

a candidate vaccine, was investigated.  
 

Methods: At first, the sequence of the BoNT/B binding domain gene 

was obtained from NCBI website with accession number of 

EF028399.1. After codon optimization, the gene was synthesized in 

pUC18 vector. Then, the gene was subcloned in pET32a(+) expression 

vector that carries an ampicillin selection marker. PCR, enzymatic 

digestion, and sequencing were used to confirm subcloning accuracy, 

and E. coli BL21(DE3) was used for the expression analysis. The 

accuracy of protein expression was evaluated by electrophoresis and 

western blotting. 

 

Results: PCR reaction, enzymatic digestion, and sequencing confirmed 

that the gene of interest has been subcloned appropriately in the vector. 

The expression analysis by SDS-PAGE and subsequently western 

blotting, showed that the protein of interest is not expressed in the 

mentioned expression strain. 

 

Conclusion: Although the gene was successfully subcloned in 
pET32a(+) vector, no significant expression of the gene was observed.  

 

Keywords: Clostridium botulinum; Gene expression; Vaccines, 

Synthetic. 
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‌چکیده
‌هدف: ‌و ایجاد  کلستریدیوم بوتولینومسندرم بوتولیسم توسط نوروتوکسین باکتری  زمینه

باشد. بهترین راه برای جلوگیری از  می A-G از سروتیپ 7شود. این نوروتوکسین دارای  می

شده از ناحیه  وترکیب ساختههای ن استفاده از واکسن ،BoNT/Bسندرم بوتولیسم ایجادشده توسط 

در این پژوهش  .استسیستم ایمنی( های کافی برای تحریک  توپ علت داشتن اپی اتصالی آن )به

مورد بررسی قرار  منظور کاندید واکسن به، B بوتولینوم تیپبیان زیرواحد اتصالی نوروتوکسین 

 گرفت.

با  NCBIاز سایت B ینوم تیپ ابتدا توالی ژن ناحیه اتصالی نوروتوکسین بوتول روش‌بررسی:

صورت صناعی  سازی کدون، ژن مورد نظر به گرفته شد. بعد از بهینه EF028399.1کد دسترسی 

دارای  که (+)pET32aتهیه گردید. سپس این ژن در وکتور بیانی  pUC18در داخل وکتور 

از  ؛سازی مسانهسازی شد. جهت تأیید صحت زیره باشد، زیرهمسانه سیلین می مارکر انتخابی آمپی

PCR برش آنزیمی و تعیین توالی و برای بررسی بیان از سوش ،E. coli BL21(DE3)  استفاده

 مورد (تحت شرایط مختلف و روش وسترن بلات)الکتروفورز گردید. صحت بیان پروتئین با 

 بررسی قرار گرفت.

‌‌یافته تور و در نهایت، های برشی در وک ، برش آنزیمی را براساس سایتPCRهای  واکنشها:

سازی شد.  همسانه، (+)pET32aطور مناسب در وکتور  تعیین توالی تأیید کرد که ژن مورد نظر به

و متعاقب آن انجام وسترن بلاتینگ نشان داد پروتئین  SDS- PAGEبررسی بیان با استفاده از 

 شود. مورد نظر در سویه بیانی مذکور بیان نمی

سازی  طور مناسب زیرهمسانه به، (+)pET32aظر در داخل وکتوراگرچه ژن مورد ن گیری:‌نتیجه

 ای از ژن مورد نظر دیده نشد.  مشاهده گردید، با این حال هیچ بیان قابل

‌؛ بررسی بیان؛ واکسن نوترکیب.کلستریدیوم بوتولینوم :ها‌واژه کلید
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‌مقدمه 
ای  هوازی و میله گرم مثبت بی باکتری ،کلستریدیوم بوتولینوم

کند  شکل است که در خاک یافت شده و نوروتوکسین ترشح می

سروتیپ از این نوروتوکسین )سم عصبی( شناخته  7(. تاکنون 1)

 ,E  A, Bی ها و فقط تیپ ,G F, D, C1, B, A: شده که عبارتند از

(. هریک از 2کنند ) ایجاد بیماری می در انسان Fو گاهی 

صورت یک پروتئین  یان ژن بهی بوتولینوم پس از بها نوروتوکسین

وسیله  آیند که به درمی کیلودالتون 150ای با وزن  زنجیره تک

کیلودالتون( و زنجیره  HC( )100پروتئازها به دو زنجیره سنگین )

شوند. این دو زنجیره با  کیلودالتون( تبدیل می LC( )50سبک )

سولفیدی به یکدیگر متصل هستند. زنجیره سنگین،  یک پیوند دی

ی کولینرژیک محیطی و زنجیره سبک ها مسئول اتصال به نورون

ی مسئول ها یک اندوپپتیداز وابسته به روی بوده که پروتئین

ی خاص ها طور اختصاصی در محل رهاسازی نوروترانسمیتر را به

(. هرچند موارد مسمومیت از طریق زخم 3-5شکافد ) می

م اطفال( نیز )بوتولیسم جراحت( و عفونت در نوزادان )بوتولیس

 20ولی بسیار کمیاب هستند. بوتولیسم اطفال تنها  ،گزارش شده

که دچار مسمومیت با این  سال است که مطرح شده و در افرادی

شوند عوارض مختلفی مانند ضعف عضلانی  نوروتوکسین می

های  های چشمی و نای، سپس تمام ماهیچه عمومی که ابتدا ماهیچه

دهد و در موارد شدیدتر، فلج  می اسکلتی را تحت تأثیر قرار

های غیرارادی نظیر تنفس رخ  عملکرد عضلانی همراه با تخریب

شود. اقدامات پیشگیرانه و درمانی علیه  داده که منجر به مرگ می

میلادی تاکنون مورد تحقیق و بررسی  1940این بیماری از سال 

 (.6قرار گرفته است )

سه مرحله کلیدی فرآیند  مهار فعالیت سم بوتولیسم در هریک از

ایجاد مسمومیت منجر به مصونیت در برابر بوتولیسم خواهد شد. 

در حال حاضر برای ایجاد مصونیت اختصاصی افراد در معرض 

         های ظرفیتی بوتولیسم علیه سروتیپ  5خطر، از یک توکسوئید 

A-E شود. تولید توکسین در چندین مرحله صورت  استفاده می

که شامل: کشت انبوه، جداسازی، تخلیص و گیرد  می

باشد. ساخت توکسوئید برای هریک از  زدایی می سمّیت

 1970و اوایل دهه  1960از اواخر دهه  بوتولیسم های سروتیپ

 میلادی آغاز شده است. 

 

صورت انبوه  ظرفیتی به های تک ، واکسن1971اولین بار در سال 

که  شدند. درحالی بندی و عرضه بسته 1978تولید و در سال 

آید، انواع  می بوتولیسم با منشأ غذایی، یک مسمومیت به شمار

دیگر این بیماری که به بوتولیسم نوزادان و روده بزرگسالان 

برخلاف نوع  .شود محسوب می عفونت یکنیز معروف است 

قبلی، عفونت ایجادشده درون بدن، منشأ تولید سم است. از 

شود،  سال ایجاد می ر سن زیر یکآنجاکه بوتولیسم نوزادان د

یافتگی کافی فلور طبیعی  علت عدم توسعه عقیده بر این است که به

 کلستریدیوم بوتولینومدستگاه گوارش، رقابت کافی و لازم با 

وجود ندارد، لذا امکان کلونیزاسیون باکتری به شکل رویشی در 

شود.  روده بزرگ و در نتیجه تولید سم و ایجاد بیماری فراهم می

اسپور مولد باکتری کافی  10-100برای ایجاد این بیماری حدود 

است. برای پیشگیری از این بیماری از طریق واکسیناسیون، بهترین 

استراتژی، استفاده از واکسن نوترکیب برپایه ناحیه اتصالی 

های مناسب برای تحریک  توپ علت داشتن اپی نوروتوکسین به

در این تحقیق تلاش گردید با استفاده (. 7باشد ) سیستم ایمنی می

، ناحیه اتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ (+)pET 32aاز وکتور 

B .بیان شود 

‌

‌روش‌بررسی‌
کلستریدیوم بوتولینوم ژن مصنوعی ناحیه اتصالی نوروتوکسین 

        جهت تخلیص  Ni-NTA agarose resinستون و  Bتیپ 

             کشور چین(، آنزیم پروتئین نوترکیب )شرکت شاین جین،

Taq DNA Polymerase  شرکت سیناژن، جمهوری اسلامی(

)شرکت متابیون، آلمان( و  Pfu DNA Polymeraseایران(، آنزیم 

، آمریکا( تهیه Thermoscientificدهنده )شرکت  ی برشها آنزیم

محصول نواژن )آلمان(،  E. coli BL21(DE3)گردید. از باکتری 

-SDSدهنده  تشکیل . موادشدمیزبان بیانی استفاده سلول عنوان  به

PAGE  و وسترن بلات نیز از شرکتMerck  آلمان( و کیاژن(

شده از  تهیه IPTGبرای القا از  . همچنینگردید( تهیه )آمریکا

عنوان ناقل  به pET32a)+(وکتور بیانی  .شدسیگما استفاده شرکت 

 LB Brothیها از محیط .گردیدژنتیک تهیه ژن از پژوهشگاه ملی 

(Luria-Bertani و )LB Agar وکا اسپانیا ـشده از شرکت فل )تهیه

 لیتر و برمیلی میکروگرم 40-80یها غلظـتان( با ـآلم Merckو 

 
31 

 1395 مرداد، پنجم، شماره دهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 



 

 

 و همکارانمجید برادران                                                                  B (BD/B)سازی و بررسی بیان ژن صناعی ناحیه اتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ  زیرهمسانه

 

شده از شرکت سیگما آمریکا(  سیلین )تهیه بیوتیک آمپی آنتی 

 ،EDTA ،Tris Hcl از قبیل شیمیایی مواد استفاده گردید.

 Tris base، Sucrose کلروفرم، فنل، اسید بوریک، استات ،

، NaClسدیم، استات پتاسیم، استیک اسید، اتیدیوم بروماید، 

HCl ،SDSآمیل الکل از شرکت  ، ایزوپروپانول و ایزوMerck 

 )آلمان( و گلوتاتیون احیا از شرکت سیگما )آلمان( تهیه شد. 

توالی صناعی  ه به، با توجBD/Bسازی ژن  منظور تأیید زیرهمسانه به

سنتز شده بود(،  (+)pET28aشده برای آن )که درون پلاسمید  تهیه

، BD/Bیک جفت پرایمر طراحی شد. با توجه به توالی ژن 

همچنین الگوی برش آنزیمی آن، ترادف نوکلئوتیدی پرایمرهای 

پیشرو و پیرو با رعایت اصول استاندارد در طراحی پرایمر تعیین 

 گردید. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

از لحاظ دمای  OLIGOافزار  های انتخابی با استفاده از نرم ترادف

، تولید لوپ یا حلقه در درون هریک G+C(، درصد Tmاتصال )

شده توسط  ، پرایمرهای طراحی. درنهایتشدها ارزیابی  از پرایمر

مورد تأیید قرار  NCBIدر بانک اطلاعاتی  BLASTافزار  نرم

های در دسترس، اطمینان  مشابهت آن با سایر ژن گرفت تا از عدم

 (.2و  1ها شماره  حاصل گردد )شکل

منظور سنتز به شرکت سیناژن سفارش داده شدند.  این پرایمرها، به

 توالی پرایمرها به شرح زیر بود:

 پرایمر پیشرو:
5’ AACCAAGCTTATATCATGCCGTTTGACCTTT’ 

 پرایمر پیرو:
5’ TCAGCTCGAGTTATTCGGTCCAACCTTCAT’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
‌باشد.‌%‌شباهت‌می100دهنده‌‌پرایمر‌پیشرو‌با‌توالی‌ژنی‌که‌نشان‌Blast:‌‌1شماره‌شکل

 

‌‌
‌%‌شباهت‌است.100دهنده‌‌پرایمر‌پیرو‌با‌توالی‌ژنی‌که‌نشان‌Blast:‌‌2شماره‌شکل
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چرخه تکثیر  35پلیمراز طی  Taqابتدا با آنزیم  BD/Bقطعه ژنی  

پیکومول  MgCl2 ،20مولار  میلی 4گردید. این واکنش در غلظت 

نانوگرم از پلاسمید  50و  dNTPمولار  میلی 2/0از هر پرایمر، 

pET28a  درجه 61حاوی قطعه ژنی صناعی، در دمای اتصال 

شامل: یک مرحله  PCRی ها چرخه .شدسازی  بهینهسانتیگراد 

دقیقه،  6درجه سانتیگراد به مدت  95واسرشتی ابتدایی در دمای 

درجه سانتیگراد  94چرخه شامل: مراحل واسرشتی در دمای  35

درجه  61ثانیه، اتصال پرایمر به رشته الگو در دمای  30به مدت 

 72یر قطعه مورد نظر در دمای ثانیه و تکث 30سانتیگراد به مدت 

ثانیه و در پایان، یک مرحله تکثیر  60درجه سانتیگراد به مدت 

 دقیقه بود.  5درجه سانتیگراد به مدت  72نهایی در دمای 

 % الکتروفورز گردید.1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول 

‌زیرهمسانه ‌‌مراحل ‌ژنی ‌قطعه در‌ BD/Bسازی

‌:  (+)pET32aپلاسمید

 NcoIاج وکتورها از ژل آگارز، تحت اثر دو آنزیم بعد از استخر

انتظار بر این است که پس از هضم آنزیمی توسط  XhoIو 

صورت  شده، به خطی یوکتورهاهای ذکرشده، دو انتهای  آنزیم

در دمای  ها (. مخلوط واکنش8( درآیند )Steaky endچسبنده )

مل هضم ساعت قرار داده شدند تا ع 3مدت  درجه سانتیگراد به 37

خورده بر روی ژل آگارز  محصولات برش آنزیمی صورت گیرد.

% با دمای ذوب پایین الکتروفورز گردید. سپس آن نواحی از ژل 1

که حاوی قطعات مورد نظر بود با استفاده از تیغ جراحی استریل 

کره  Bioneer)کیت  DNAو با استفاده از کیت تخلیص  شد بریده

 3انجام فرآیند تخلیص، مقدار  پس از .گردیدجنوبی( تخلیص 

% الکتروفورز شد و از این 1میکرولیتر از آن بر روی ژل آگارز 

شده، مورد ارزیابی قرار گرفت.  طریق کیفیت قطعه تخلیص

ساعت با  16درجه سانتیگراد به مدت  4واکنش الحاق در دمای 

)محصول شرکت فرمنتاز(  T4 DNA Ligaseاستفاده از آنزیم 

سپس پلاسمید نوترکیب با روش شوک حرارتی به  انجام گرفت،

انتقال داده شد. سویه میزبان  BL21(DE3)سویه  E. coliمیزبان 

بیوتیک  آگار حاوی آنتی LBشب بر روی  نوترکیب به مدت یک

          لیتر( کشت داده شد و میکروگرم برمیلی 80سیلین )غلظت  آمپی

سازی،  رهمسانهمنظور تأیید صحت زی کلنی رشد یافت. به 5

 مایع، کشت داده شدند و  LBی رشدیافته در محیط کشت ها کلنی

 

، واکنش PCRی ها بعد از تخلیص پلاسمیدهای نوترکیب، واکنش

و مقایسه باند خطی پلاسمید نوترکیب  XhoIبرش آنزیمی با  تک

و پلاسمید فاقد ژن بر روی ژل آگارز، واکنش برش دوگانه 

و مشاهده تک باند ژنی  NcoI، XhoIی ها آنزیمی با آنزیم

منظور  جداشده از پلاسمید بر روی ژل آگارز و درنهایت، به

شده و اطمینان از عدم بروز  سازی بررسی توالی ژن زیرهمسانه

هرگونه خطا، جهش و یا نوآرایی ناخواسته، پلاسمید نوترکیب 

شده توسط شرکت سیناژن با استفاده از پرایمرهای عمومی  تخلیص

 .شدلاسمید، تعیین توالی این پ

ی ها ، ابتدا سویهpET32a(+)-BD/Bبرای بررسی بیان سازه ژنی 

در محیط کشت  pET32a(+)-BD/Bنوترکیب واجد پلاسمید 

LB لیتر(  میکروگرم برمیلی 80سیلین )غلظت  مایع حاوی آمپی

کشت گردید و اجازه داده شده تا جذب نوری آن در طول موج 

 -دی  -)ایزوپروپیل بتا IPTGرسد. سپس ماده ب 5/0نانومتر به  600

مولار به  میلی عنوان القاکننده با غلظت یک تیوگالاکتوپیرانوزید( به

ساعت  4به مدت  ها محیط کشت اضافه و اجازه داده شد تا سلول

دور در دقیقه  120درجه سانتیگراد با  37دیگر در دمای 

انتریفوژ )سرعت با س ها گرماگذاری شوند. بعد از جداسازی سلول

 100دقیقه(، رسوب آن در  10دور در دقیقه به مدت زمان  5000

 5% حل شد و از طریق سونیکاسیون )10میکرولیتر ایمیدازول 

شد.  ثانیه در یخ( شکسته 15 و ثانیه 15زمان  ،%75با قدرت سیکل 

دور در دقیقه  14000درجه سانتیگراد با سرعت  4سپس در دمای 

ع رویی جدا گردید. رسوب حاصل )بعد از افزودن سانتریفوژ و مای

مولار به آن(، به مدت  8میکرولیتر بافر لیزکننده حاوی اوره  100

درجه سانتیگراد گرماگذاری شد و بعد از  37دقیقه در دمای  30

سازی و  سانتریفوژ مایع رویی آن جدا گردید. سپس جهت بهینه

 1ی ها )غلظت IPTGمشاهده بیان، سه پارامتر اصلی شامل: غلظت 

و  16، 8، 4ی مختلف بعد از القا: هامولار(، زمان )زمان میلی 5/0و 

درجه سانتیگراد( مورد  37و  30، 25ساعت( و دمای بیان ) 24

لوله  9که باکتری نوترکیب در  بررسی قرار گرفت؛ بدین ترتیب

به )سیلین  و آمپی LBلیتر محیط کشت مایع  میلی 10مجزا حاوی 

کشت داده شد تا جذب نوری  (لیتر میکروگرم در میلی 80غلظت 

 برسد.  5/0به  هاآن
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 IPTG 1یک لوله برای غلظت شامل: )سه لوله برای هر دما،  

مولار و یک  میلی IPTG 5/0مولار، یک لوله برای غلظت  میلی

 . در نظر گرفته شد ،(لوله برای کنترل منفی در هر دما

انجام گرفت و  IPTG، القا با 5/0پس از رسیدن جذب نوری به 

دور در دقیقه گرماگذاری شد.  120با سرعت گردش  سپس لوله

 5/1ساعت، مقدار  24و  16، 8، 4ی هادر سر رسید هرکدام از زمان

ی مجزا جداسازی گردید، ها لیتر از هر لوله، در میکروتیوب میلی

گیری  ساعت، نمونه 24ی کنترل منفی تنها در پایان ها البته از لوله

)با سرعت  وسیله سانتریفوژ به ها انجام گرفت. جداسازی سلول

دقیقه( انجام شد. بعد از جداسازی  10دور در دقیقه به مدت  5000

مولار افزوده شد و  8بافر لیزکننده حاوی اوره  هابه همه آن ها سلول

سپس تحت سونیکاسیون )مشابه قبل( قرار گرفت و بعد از 

دور در  14000درجه سانتیگراد با سرعت  4سانتریفوژ )در دمای 

 دقیقه(، مایع رویی جدا گردید.  15دقیقه و زمان 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

میکرولیتر از بافر نمونه مخلوط  5میکرولیتر از آن با  20در ادامه، 

شده  ی آمادهها دقیقه در آبّ جوش قرار داده شد. نمونه 5گردید و 

 SDS-PAGE% 12سیناژن( بر روی ژل همراه با مارکر پروتئینی )

منظور تأیید وجود احتمالی پروتئین  الکتروفورز شدند و به

بادی علیه  نوترکیب از واکنش ایمونوبلاتینگ با استفاده از آنتی

منظور  استفاده شد. درنهایت، به Bنوروتوکسین بوتولینوم تیپ 

فی اطمینان بیشتر و تخلیص بیان پروتئین، از رزین کروماتوگرا

 نیکل استفاده گردید.
 

‌ها‌یافته
، با استفاده از پرایمرهای BD/Bپس از تکثیر قطعه ژنی 

الکتروفورز  ،%1بر روی ژل آگارز  PCRشده، محصول  طراحی

جفت بازی  1386انتظار یک قطعه  مطابق ،3در شکل شماره . شد

 شود.  بر روی ژل مشاهده می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
‌.باشد‌می‌ DNA Ladder،3و‌چاهک‌‌PCRمحصولات‌‌2و‌،‌1های‌‌:‌چاهک3شکل‌شماره‌

 

1380 bp 
1500 bp 

1200 bp 

1 2 3 

گانه ، برش دوXhoIبرش آنزیمی با آنزیم  نتایج واکنش تک

بر روی  PCRو واکنش  NcoI ،XhoIی ها آنزیمی با آنزیم

 ت ـدایی بر صحـ، تأیید ابتpET32a(+)-BD/Bیب ـپلاسمید نوترک

 

(. درنهایت، تعیین 4)شکل شماره سازی بود  فرآیند زیرهمسانه

شده نیز نشان داد این توالی فاقد کدون  سازی توالی ژن زیرهمسانه

 باشد. خاتمه نابجا، جهش و نوآرایی ناخواسته می
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‌‌
‌سازی.‌‌منظور‌تأیید‌زیرهمسانه‌:‌فرآیند‌هضم‌دوگانه‌آنزیمی‌به4شکل‌شماره‌

‌‌1386که‌منجر‌به‌جداشدن‌قطعه‌ژنی‌با‌طول‌ XhoIو‌‌NcoI(‌برش‌دوگانه‌آنزیمی‌با‌3شده؛‌‌نوترکیب‌استخراج‌pET32a)+((‌پلاسمید‌2(‌نشانگر‌مولکولی؛‌1

‌ XhoIو‌‌NcoIنزیمی‌با‌(‌برش‌دوگانه‌آ5شده‌و‌‌نوترکیب‌استخراج‌pET32a)+((‌پلاسمید‌4جفت‌باز‌شده‌است.‌‌5000از‌پلاسمید‌خطی‌شده‌با‌طول‌حدود‌

‌جفت‌باز‌شده‌است.‌5000شده‌با‌طول‌حدود‌‌از‌پلاسمید‌خطی‌1386که‌منجر‌به‌جدا‌شدن‌قطعه‌ژنی‌با‌طول‌

 

1380 bp 

1 2 4 5 

1200 bp 

1500 bp 

6000 bp 

5000 bp 

های  و هضم دوگانه آنزیمی آنها با آنزیم PCRکه نتایج نی کل

تخلیص پلاسمید، به  انتخاب و پس ازمحدودالاثر مثبت شده بود، 

که طول  شرکت سیناژن برای تعیین توالی ارسال شد. از آنجایی

و دستگاه تعیین  است جفت باز 1386 ،شده سازی همسانهزیرقطعه 

انش از هر طرف، قادر به قرائت در هر بار خو نیز کننده توالی

با  رو ، از اینباشد می وتیدئنوکل 1200ای به طول حدوداً  قطعه

شد کل ژن تعیین توالی  ،کردن نتایج ردیف طرفه و همدوخوانش 

 . گردیدپرایمر استفاده  هر دو منظور از بدین و

 

ژن  نشان داد Pairwise Allignmentپس از تعیین توالی، نتایج 

مطابقت دارای شده اولیه  طراحی شده با توالی ژن سازی همسانه

شده با توالی  سازی همسانهزیرن ردیف کردن توالی ژ است. هم

انجام  طور صحیح به سازی همسانهزیرفرآیند  نشان داد اولاً اولیه

و ها اتفاق نیفتاده  موتاسیون ناخواسته در طی این فرآیند نیاًأو ث شده

نتیجه  5شکل شماره  در قالب بازخواندن آن نیز تغییر نکرده است.

Pair Wise Allignment توالی اصلی ژن با کد  توالی مورد نظر با

 نشان داده شده است. Query_69569دسترسی 
 

 

 
Query 601 GAAGTTATCGCTAACGGTGAAATCATCTTCAAACTGGACGGTGACATCGACCGTACCCAG 660 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 601 GAAGTTATCGCTAACGGTGAAATCATCTTCAAACTGGACGGTGACATCGACCGTACCCAG 660 
 

Query 661 TTCATCTGGATGAAATACTTCTCTATCTTCAATACGGAACTGTCTCAGTCTAACATCGAA 720 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 661 TTCATCTGGATGAAATACTTCTCTATCTTCAATACGGAACTGTCTCAGTCTAACATCGAA 720 
 

Query 721 GAACGTTACAAAATCCAGTCTTACTCTGAATACCTGAAAGACTTCTGGGGTAACCCGCTG 780 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 721 GAACGTTACAAAATCCAGTCTTACTCTGAATACCTGAAAGACTTCTGGGGTAACCCGCTG 780 
 

Query 781 ATGTACAACAAAGAATACTACATGTTCAACGCTGGTAACAAAAACTCTTACATCAAACTG 840 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 781 ATGTACAACAAAGAATACTACATGTTCAACGCTGGTAACAAAAACTCTTACATCAAACTG 840 

‌شده.‌حیشده‌و‌توالی‌ابتدایی‌طرا‌سازی‌توالی‌زیرهمسانه‌Pair Wise Allignmentسازی‌با‌فرآیند‌‌:‌تأیید‌صحت‌زیرهمسانه5شکل‌شماره‌

‌علت‌بزرگی‌ژن،‌تنها‌قسمتی‌از‌آن‌در‌اینجا‌آمده‌است(.‌استفاده‌شده‌است‌)به‌NCBIبرای‌انجام‌این‌فرآیند‌از‌سایت‌
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پس از القا در  ها سازی بیان نمونه در بیان ابتدایی و سپس بهینه 

ی به کارگرفته شده در مقایسه با نمونه کنترل، با اینکه باند ها سویه

 اهده ـونی مشـودالتـکیل 75دود ـدوده حـمشکوک پروتئینی در مح

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

گردید، ولی پس از وسترن بلاتینگ و درنهایت، استفاده از ستون 

رزین نیکل؛ پروتئین نوترکیب مورد نظر باز هم باوجود اتصال به 

 (.6، بیان نشد )شکل شماره trxپروتئین 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌
‌درجه‌سانتیگراد.‌‌37ساعت‌و‌دمای‌‌8و‌‌4مولار،‌زمان‌القا‌‌غلظت‌یک‌میلی‌IPTG:‌بررسی‌اولیه‌بیان‌پروتئین‌فیوژشده‌با‌استفاده‌از‌6شکل‌شماره‌

ساعت‌که‌در‌محدوده‌‌4از‌‌(‌محلول‌رویی‌محیط‌کشت‌تست‌بعد3ساعت؛‌)‌4(‌در‌زمان‌IPTG)بدون‌القا‌با‌(‌محلول‌رویی‌محیط‌کشت‌کنترل‌منفی‌2(‌پروتئین‌مارکر؛‌1

(‌محلول‌رویی‌محیط‌5ساعت‌و‌‌24(‌محلول‌رویی‌محیط‌کشت‌کنترل‌منفی‌بعد‌از‌4شود‌و‌احتمال‌دارد‌باند‌بیان‌پروتئین‌باشد؛‌‌کیلو‌دالتون‌یک‌باند‌مشاهده‌می‌75

‌شود.‌دیده‌می‌کشت‌تست‌که‌همان‌باند

 
‌بحث

 بادی بر بیشتر مطالعات در زمینه تولید واکسن نوترکیب و آنتی

تا بتوان  متمرکز شده است نوروتوکسین دهنده الروی بخش اتص

بادی برعلیه این بخش، مانع از اتصال اولیه توکسین به  با تولید آنتی

گیرنده شده و بدین طریق از ورود سم به داخل سلول جلوگیری 

که عبدالرضا عاقلی منصور و همکاران در رابطه  تحقیقی در .کرد

 Eوروتوکسین بوتولینوم تیپ دهنده ن از ناحیه اتصال Cبا انتهای 

از  LD50×103شده توانستند دوز  های ایمن انجام دادند، موش

ای دیگر،  در مطالعه (.9را تحمل کنند ) Eتوکسین بوتولینوم تیپ 

Kubota بادی منوکلونالی تولید کردند که از  و همکاران آنتی

بادی به  کرد. این آنتی ممانعت می به سلول هدف BoNT/Eاتصال 

و  Trollet(. 10شد ) حیه اتصالی نوروتوکسین متصل مینا

همکاران نیز در تحقیقی با استفاده از روش انتقال الکتریکی 

(Electrotransfer،) کننده علیه نوروتوکسین  بادی خنثی آنتی

همچنین در  (.11کردند ) تولید ,E B, Aهای  بوتولینوم تیپ

ناحیه  ام شد،و همکاران انج Easwaran  که توسط ای مطالعه

 استنشاقی صورت به ,E B, Aهای  نوروتوکسین تیپاتصالی 

از  LD50 ×104شده توانستند دوز  های ایمن تجویز گردید، موش

(. در تحقیقی 12الذکر را تحمل کنند ) های فوق نوروتوکسین

Michaelدیگر که در آن 
و همکاران از ناحیه اتصالی  

های  استفاده کردند، موش Eو  Aهای  نوروتوکسین بوتولینوم تیپ

(؛ 13را تحمل کنند ) LD50×105شده توانستند دوز  ایمن

شد،  که محصول این پژوهش به بیان پروتئین ختم می درصورتی

زایی پروتئین حاصل شده  پیشنهاد مؤکد در بررسی میزان ایمنی

بود. باوجود تمامی این گزارشها، تلاش ابتدایی جهت 

در وکتور  Bسازی و بیان ژن ناحیه اتصالی تیپ  همسانه

pET28a(+)جه نشد، لذا در این تحقیق از ، منتج به نتی

pET32a(+) .طورکه در نتایج اشاره شد  اما همان استفاده گردید

سازی، نتیجه مشخصی  باوجود کنترل و تأیید تمام مراحل همسانه

در مرحله بیان مشاهده نشد و آنالیزهای لازم بیوانفورماتیکی، 

بیان انجام گرفت که از جمله  منظور بررسی احتمالات عدم به

توالی قبل و بعد از تعیین  BLASTفیوژن پروتئین و  ORFبررسی 

اتفاق  (Frame Shiftجایی فریم ) توالی نشان داد نه تنها جابه

 ای نیز رخ نداده است.  گونه جهش ناخواسته نیفتاده؛ بلکه هیچ
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نیز نشان داد نقطه شروع ترجمه،  mRNAبررسی ساختار دوم  

که مانع اتصال کامل ریبوزوم شود، قرار  محکمی درون ساختار

بسیار مناسبی است. در مطالعه حاضر  dGعلاوه، دارای  ندارد. به

بوده، نیمه عمری  6/8آن  pIبررسی خصوصیات پروتئین نشان داد 

ن ساعت داشته و از لحاظ ساختاری در شرایط درو 10بیش از 

 با این همه پروتئینولی  ،باشدبایست پایدار  سلولی، قاعدتاً می

ترین دلیل احتمالی عدم بیان  موردنظر بیان نشد. درنهایت، مهم

د از ـه بعـاصلـن بلافـروتئیـدن پـه شـتـسـه و شکـزیـتواند تج می

 د ـاشـان بـبی

 

 .)هرچند در آنالیز بیوانفروماتیکی، پایداربودن آن احراز گردید(

 

‌گیری‌نتیجه
رغم اینکه گزارشهایی در مورد بیان ژن  طبق نتایج این مطالعه، علی

وجود دارد، ولی  Bکلستریدیوم بوتولینوم تیپ ناحیه اتصالی 

، نتیجه (+)pET32aشده در مورد بیان این ژن در  های انجام تلاش

 توجهی را دربرنداشت. قابل
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