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Abstract 
 

Background and Objectives: Botulism syndrome is caused by 

Clostridium botulinum neurotoxin. This neurotoxin has seven serotypes 

ranging from A to G. The best way to prevent botulism syndrome 

caused by Botulinum neurotoxin (BoNT), is using recombinant vaccine 

made from its binding domain (due to having sufficient epitopes to 

stimulate immune system). In this study, the binding domain of BoNT 

serotype A (BoNT/A), was investigated. 
 

Methods: Initially, BoNT/A gene with accession number CP000727.1, 

was obtained from GenBank and was codon optimized according to the 

codon usage of E. coli. Then, the sequence was synthesized in pET28a 

plasmid and then subcloned in pGEX-4T-1 expression plasmid. The 

subcloning was done using PCR with Pfu DNA polymerase and then 

double digestion with XmaI and XhoI restriction enzymes. E. coli 

BL21 strain was used as the expression host. The selected marker for 

pGEX-4T-1 was ampicillin. 
 

Results: PCR and restriction digestion with the mentioned enzymes 

confirmed the subcloning process. The assessment of gene expression 

was performed by SDS-PAGE and western blotting (using horse anti-

BoNT/A  ( and then glutathione affinity chromatography was 

performed. Although, the subcloning was performed successfully, no 

protein expression was observed.   
 

Conclusion: According to the findings of this study, it seems that other 

hosts, such as eukaryotic hosts should be used for recombinant 

expression of BoNT/A binding domain. 
 

Keywords: Clostridium botulinum type A; Binding domain; 

Subcloning; Gene expression; Vaccines, Synthetic. 
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چکیده
هدف: و ایجاد  لستریدیوم بوتولینومکسندرم بوتولیسم توسط نوروتوکسین باکتری  زمینه

باشد. بهترین روش برای پیشگیری از  می A-G تیپ ازوسر 7شود. این نوروتوکسین دارای  می

شده از  های نوترکیب ساخته (، استفاده از واکسنBoNTسندرم حاصل از نوروتوکسین بوتولینوم )

باشد. در این  ایمنی( میهای کافی برای تحریک سیستم  توپ علت داشتن اپی ناحیه اتصالی آن )به

 ( بررسی گردیدBoNT/A) Aمطالعه ناحیه اتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ 

تهیه  CP000727.1با شماره دسترسی  GenBankاز  BoNT/Aدر ابتدا ژن ناحیه  روشبررسی:

، سنتز pET28aسازی کدون انجام شد. سپس در پلاسمید  بهینه ،E. coliو براساس ترجیح کدونی 

سازی با استفاده از  سازی شد. زیرهمسانه ، زیرهمسانهpGEX-4T-1بعد از آن در پلاسمید بیانی و 

 XhoIو  XmaIی ها و سپس برش دوگانه با آنزیم Pfu DNA polymerase با آنزیم PCRروش 

. مارکر انتخابی برای شدعنوان میزبان برای بیان استفاده  به E. coli BL21انجام گرفت. از سویه 

pGEX-4T-1سیلین بود. ، آمپی 

سازی را تأیید  زیرهمسانه ،ی ذکرشدهها و برش محدودکننده با آنزیم PCRی ها روش :هایافته

و وسترن بلاتینگ )با استفاده از  SDS-PAGE یها بررسی بیان با استفاده از روش .کردند

رفت. با اینکه (، سپس کروماتوگرافی تمایلی گلوتاتیون انجام گBoNT/Aبادی اسبی ضد آنتی

گونه بیان  ی ذکرشده، هیچها کارگرفتن روش سازی با موفقیت انجام شد، ولی با به زیرهمسانه

 پروتئین مشاهده نشد.

ی ها ی دیگری مانند میزبانها رسد باید میزبان نظر می براساس نتایج این مطالعه، به گیری:نتیجه

مورد استفاده قرار  Aسین بوتولینوم تیپ یوکاریوتی برای بیان نوترکیب ناحیه اتصالی نوروتوک

 گیرند.

سازی، بیان ژن؛ واکسن  ؛ ناحیه اتصالی؛ زیرهمسانهAتیپ  کلستریدیوم بوتولینوم ها:واژه کلید

 نوترکیب.

 

مجلهدانشگاهعلومپزشکیقم
95شهریوردورهدهم،شمارهششم،

 23الی13صفحه
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مقدمه 
ای  و میله هوازی باکتری گرم مثبت بی کلستریدیوم بوتولینوم،

سروتیپ  7(. 1شود ) شکل است که در خاک و آب یافت می

نامگذاری  A-Gشده این نوروتوکسین )سم عصبی( از  شناسایی

در انسان ایجاد  Fو گاهی  A ،B ،Eی ها شوند که فقط تیپ می

 150(. هر نوروتوکسین بوتولینوم یک زنجیره 2کنند ) بیماری می

 100( به وزن HCره سنگین )کیلودالتونی بوده که از یک زنجی

کیلودالتونی تشکیل  50( LCکیلودالتون و یک زنجیره سبک )

هم متصل  سولفیدی، این دو زنجیره را به شده است. یک پیوند دی

ی ها کرده است. وظیفه زنجیره سنگین، شناسایی و اتصال به نورون

کولینرژیک محیطی است و زنجیره سبک با عملکرد اندوپپتیدازی 

ه بر روی خود، مانع رهاسازی نوروتورانسمیترها به فضای وابست

(. 3-5شود ) شدن پیام عصبی می سیناپسی و در نتیجه مختل

مسمومیت با این نوروتوکسین منجر به عوارض مختلفی در افراد 

ی ها که تمام ماهیچه )طوری ازجمله ضعف عضلانی عمومی 

تخریب  گیرند( و در نهایت، با اسکلتی تحت تأثیر قرار می

. (6شود ) عملکردهای غیرارادی نظیر تنفس منجر به مرگ می

بوتولیسم نوزادان و روده بزرگسالان نیز مانند بوتولیسم با منشأ 

غذایی یک مسمومیت است با این تفاوت که برخلاف آن، منشأ 

باشد. درباره بوتولیسم  تولید سم، عفونت ایجادشده درون بدن می

ست که علت آن، عدم توسعه کافی فلور نوزادان، عقیده بر این ا

طبیعی باکتریایی دستگاه گوارش است. لذا رقابت کافی و لازم با 

آید و در نتیجه امکان تکثیر  وجود نمی به کلستریدیوم بوتولینوم

باکتری به شکل رویشی در روده بزرگ و تولید سم فراهم 

ی مولد اسپور از باکتر 10-100شود. برای تولید بیماری، وجود  می

 5از یک واکسن توکسوئیدی  ،باشد. در حال حاضر کافی می

زایی  منظور مصونیت ، بهA-Eی ها ظرفیتی بوتولیسم علیه سروتیپ

شود. ساخت توکسوئید برای هرکدام از  اختصاصی استفاده می

میلادی آغاز شد و  1970و اوایل  1960از اواخر دهه  ها سروتیپ

صورت انبوه،  ظرفیتی به ی تکها ، واکسن1971اولین بار در سال 

بندی و عرضه گردید. با این وجود،  بسته 1978تولید و در سال 

بهترین استراتژی برای پیشگیری از این بیماری از طریق 

ی نوترکیب از ناحیه ها واکسیناسیون، تولید و استفاده از واکسن

 ی کـافـی بـرای ها تـوپ اتصالـی نوروتوکسین اسـت؛ چـراکـه اپی

 

(. در این تحقیق 7-9باشند ) تحریک سیستم ایمنی را دارا می

، ناحیه pGEX-4T-1تلاش گردید تا با استفاده از وکتور بیانی 

 بیان شود. Aاتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ 
 

روشبررسی
 کلستریدیوم بوتولینومژن مصنوعی ناحیه اتصالی نوروتوکسین 

رزین )شرکت شاین جین  و ستون میل ترکیبی گلوتاتیون Aتیپ 

Shinegene چین(، آنزیم ،Taq DNA Polymerase  شرکت(

 Pfu DNA Polymeraseایران(، آنزیم  سیناژن، جمهوری اسلامی 

دهـنـده                       ی بـرشاـه )شـرکـت متـابـیـون، آلـمـان( و آنـزیـم

                  ، آمریکا( تهیه گردید. از باکتریThermoscientific)شرکت 

E. coli BL21-DE3 عنوان سلول میزبان  )محصول نواژن آلمان( به

و وسترن بلات  SDS-PAGEدهنده  بیانی استفاده شد. مواد تشکیل

و کیاژن تهیه گردید. همچنین برای القا از  Merckنیز از شرکت 

IPTG شده از شرکت سیگما )آلمان( استفاده گردید. وکتور  تهیه

( از GE Healthcare)محصول شرکت  pGEX-4T-1بیانی 

 پژوهشگاه ملی ژنتیک تهیه شد. 

شده  )تهیه LB Agar( و Luria-Bertani) LB Brothی ها از محیط

 40-80ی ها آلمان( با غلظت Merckاز شرکت فلوکا اسپانیا و 

شده از  سیلین )تهیه بیوتیک آمپی لیتر و آنتی میکروگرم در میلی

( استفاده گردید. مواد شیمیایی از قبیل شرکت سیگما آمریکا

EDTA ،Tris HCl ،Tris base ،Sucrose ،کلروفرم، فنل ،

اسیدبوریک، استات سدیم، استات پتاسیم، استیک اسید، اتیدیوم 

)از آمیل الکل  ، ایزوپروپانول و ایزوNaCl ،HCl ،SDSبروماید، 

 ،شرکت سیگما)از آلمان( و گلوتاتیون احیا  ،Merckشرکت 

 آلمان( تهیه شد.

توالی صناعی  با توجه به ،BD/Aسازی ژن  منظور زیرهمسانه به

، یک {((+)pET28aسنتزشده درون پلاسمید }شده برای آن  تهیه

، همچنین BD/Aجفت پرایمر طراحی گردید. با توجه به توالی ژن 

آن، ترادف نوکلئوتیدی پرایمرهای پیشرو و  الگوی برش آنزیمی

ول استاندارد در طراحی پرایمر تعیین شد. پیرو با رعایت اص

از لحاظ دمای  OLIGOافزار  ی انتخابی با استفاده از نرمها ترادف

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

 از پرایمرها مورد ارزیابی قرار گرفت. 
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در  BLASTافزار  کمک نرم شده به در نهایت، پرایمرهای طراحی 

تأیید شد تا از عدم مشابهت آن با سایر  NCBIطلاعاتی بانک ا

 ی در دسترس اطمینان حاصل گردد.ها ژن

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

  :توالی پرایمر پیشرو و پیرو به ترتیب

5’ATACTCGAGTTACAGCGGACGTTCACC3’  
5’ATTCCCGGGTTTCCAGCTGTCTAAATAC3’ 

 (.2و  1شماره  بود )شکل


%100دهندهنشان،پرایمرپیشروباتوالیژنی Blast:1شکلشماره

باشد.شباهتمی


%شباهت100دهندهنشان،پرایمرپیروباتوالیژنی Blast:2شکلشماره

باشد.می
 

چرخه تکثیر  35پلیمراز، طی  Taqابتدا با آنزیم  BD/Aقطعه ژنی 

 20و  MgCl2مولار  میلی 4 گردید. این واکنش در غلظت

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

 61حاوی قطعه ژنی صناعی، در دمای اتصال  pET28aپلاسمید 

شامل: یک  PCRی ها سازی شد. چرخه درجه سانتیگراد بهینه

 6درجه سانتیگراد به مدت  95مرحله واسرشتی ابتدایی در دمای 

درجه  94چرخه شامل: مراحل واسرشتی در دمای  35دقیقه و 

ثانیه، اتصال پرایمر به رشته الگو در دمای  30سانتیگراد به مدت 

ثانیه و تکثیر قطعه مورد نظر در  30درجه سانتیگراد به مدت  61

ثانیه و در پایان، یک مرحله  60درجه سانتیگراد به مدت  72دمای 

دقیقه بود.           5اد به مدت درجه سانتیگر 72تکثیر نهایی در دمای 

گیری است،  پلیمراز فاقد خاصیت غلط Taqکه آنزیم  از آنجایی

 سازی بـا صحـت بالا، در مرحـلـه نهـایـی از  منظور زیرهمسانه لذا به

 

پلیمراز استفاده شد. شرایط واکنش بهینه این آنزیم  Pfuآنزیم 

 عبارت بود از: 

 2/0کومول از هر پرایمر؛ پی MgSO4 ،20بافر کامل حاوی 

 نانوگرم نمونه الگو.  50و  dNTPمولار  میلی

 95شامل: یک مرحله واسرشتی ابتدایی در دمای  PCRی ها سیکل

چرخه شامل: واسرشتی در  35دقیقه و  6درجه سانتیگراد به مدت 

ثانیه، اتصال پرایمر به رشته  30درجه سانتیگراد به مدت  94دمای 

ثانیه و تکثیر قطعه  40رجه سانتیگراد به مدت د 58الگو در دمای 

دقیقه و در  2درجه سانتیگراد به مدت  72مورد نظر در دمای 

درجه سانتیگراد به  72پایان، یک مرحله تکثیر نهایی در دمای 

 دقیقه بود.  7مدت 

 % الکتروفورز گردید.1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول 

و  PCRمحصول  سازی شد، سپس هم از ژل خالص PCRمحصول 

دهنده  ی برشها با استفاده از آنزیم pGEX-4T-1هم پلاسمید بیانی 

XmaI  وXhoI  درجه سانتیگراد،  37ساعت در دمای  3به مدت

قرار گرفتند. }لازم به ذکر است براساس نقشه  مورد هضم آنزیمی 

pGEX-4T-1 ، آنزیمSmaI  مناسب این پژوهش تشخیص داده

 (Bluntصورت بلانت ه نحوه برش آن بهشد. اما به این دلیل ک

end )زند  صورت چسبنده برش می که به ، از ایزوشیزومریاست

(XmaI)  استفاده گردید. انتظار بر این بود که پس از هضم

صورت  شده به آنزیمی، دو انتهای قطعه ژنی و پلاسمید خطی

( درآیند. بنابراین، محصول برش هر دو، (Steaky endچسبنده 

ل آگارز با دمای ذوب پایین الکتروفورز گردید. سپس برروی ژ

آن نواحی از ژل که حاوی قطعات مورد نظر بود با استفاده از تیغ 

از ژل  DNAجراحی استریل بریده شد و با کمک کیت تخلیص 

 3)محصول شرکت بایونیر، کره جنوبی( تخلیص شدند. مقدار 

شده  تخلیص منظور تأیید کیفیت قطعه میکرولیتر از آن نیز به

 4% الکتروفورز شد. واکنش الحاق در دمای 1برروی ژل آگارز 

ساعت )اورنایت( با استفاده از آنزیم  16درجه سانتیگراد به مدت 

T4 DNA Ligase  محصول شرکت فرمنتاز( انجام گرفت و(

 E. coliسپس پلاسمید نوترکیب با روش شوک حرارتی به میزبان 

ویه میزبان نوترکیب به مدت . سشدمنتقل  BL21(DE3)سویه 

سیلین  بیوتیک آمپی آگار حاوی آنتی LBشب بر روی  یک

 لیتـر( کـشـت داده شد و دو کـلنـی  میکروگرم در میلی 80)غلظت 
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ی ها سازی، کلنی منظور تأیید صحت زیرهمسانه رشد یافت. به 

مایع کشت داده شدند و بعد از  LBرشدیافته در محیط کشت 

، واکنش PCRی ها دهای نوترکیب، واکنشتخلیص پلاسمی

و مقایسه باند خطی پلاسمید نوترکیب  XhoIبا  برش آنزیمی  تک

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

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

منظور  جداشده از پلاسمید بر روی ژل آگارز و در نهایت، به

اطمینان از عدم بروز  ،شده سازی سی توالی ژن زیرهمسانهبرر

پلاسمید نوترکیب  و هرگونه خطا، جهش و یا نوآرایی ناخواسته

شده توسط شرکت سیناژن با استفاده از پرایمرهای جهانی  تخلیص

ی نوترکیب ها این پلاسمید، تعیین توالی شدند. ابتدا کشت سویه

مایع  LBکشت  در محیط pGEX4T1-BD/Aواجد پلاسمید 

لیتر( انجام گرفت  میلیبرمیکروگرم  80سیلین )غلظت  حاوی آمپی

نانومتر به  600و اجازه داده شد تا جذب نوری آن در طول موج 

 - دی -)ایزوپروپیل بتا IPTGسپس ماده  ،برسد 5/0

مولار  عنوان القاکننده با غلظت یک میلی تیوگالاکتوپیرانوزید( به

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

دور در  120درجه سانتیگراد با دور  37ساعت دیگر در دمای 

با سانتریفوژ )با  ها دقیقه گرماگذاری شوند. بعد از جداسازی سلول

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

 5یون )%، حل و از طریق سونیکاس10میکرولیتر ایمیدازول  100در 

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

دور در  14000درجه سانتیگراد با سرعت  4شدند. سپس در دمای 

 100سانتریفوژ و مایع رویی جدا گردید. به رسوب حاصل،  ،دقیقه

 30مولار اضافه و به مدت  8میکرولیتر بافر لیزکننده حاوی اوره 

جه سانتیگراد گرماگذاری شد و بعد از در 37دقیقه در دمای 

سازی و  سانتریفوژ مایع رویی آن نیز 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 

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

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

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

لیتر کشت داده شد تا جذب نوری  میلیبر میکروگرم 40غلظت 

 برسد.  5/0به  هاآن

 

 IPTG 1 یک لوله برای غلظت شامل: سه لولهبرای هر دما، 

مولار و یک  میلی IPTG 5/0یک لوله برای غلظت  ؛ولارم 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 

ی هر دما در محیط مناسب دارای آن دما و با سرعت ها سپس لوله

د دور در دقیقه گرماگذاری شدند. در سر رسی 120گردش 

لیتر از  میلی 5/1ساعت، مقدار  24و  16، 8، 4ی هاهرکدام از زمان

ی مجزا جداسازی گردید؛ البته از ها هر لوله در میکروتیوب

گیری انجام  ساعت نمونه 24ی کنترل منفی تنها در پایان ها لوله

 5000وسیله سانتریفوژ )با سرعت  به ها گرفت. جداسازی سلول

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

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

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

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

لیتر از میکرو 20دقیقه(، مایع رویی جدا گردید.  15دقیقه و زمان 

دقیقه در آبّ جوش  5مخلوط و  ،میکرولیتر از بافر نمونه 5آن با 

شده همراه با مارکر پروتئینی  ی آمادهها قرار گرفت. نمونه

، الکتروفورز شدند، SDS-PAGE% 12)سیناژن( بر روی ژل 

منظور تأیید وجود احتمالی پروتئین نوترکیب از واکنش  به

دی علیه نوروتوکسین بوتولینوم تیپ با آنتی همراه باایمونوبلاتینگ 

A  استفاده گردید. در نهایت، جهت اطمینان بیشتر و تخلیص بیان

 پروتئین، از ستون کروماتوگرافی گلوتاتیون رزین استفاده شد.



هایافته
با استفاده از پرایمرهای  BD/Aپس از تکثیر قطعه ژنی 

ورز الکتروف ،%1بر روی ژل آگارز  PCRشده، محصول  طراحی

جفت بازی بر روی ژل مشاهده  1360یک قطعه  ،شد. مطابق انتظار

 (.3گردید )شکل شماره 
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بررویژلآگارز.PCR:نتیجه3شکلشماره

جفتباز(.1360تکباندژنتکثیرشده)(3؛DNA Ladder(2کنترلمنفی؛(1

، برش دوگانه XhoIبا آنزیم  برش آنزیمی  نتایج واکنش تک 

بر روی  PCRو واکنش  XmaI، XhoIی ها با آنزیم  آنزیمی

 تأییـد ابتـدایـی بر صحـت  ؛pGEX4T1-BD/Aپلاسمید نوترکیب 

 

(. در نهایت، 5و  4سازی بود )شکل شماره  فرآیند زیرهمسانه

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

 باشد. کدون خاتمه نابجا، جهش و نوآرایی ناخواسته می


سازی.منظورتأییدزیرهمسانهبهی،:فرآیندهضمآنزیم4شکلشماره

6242کهمنجربهخطیشدنپلاسمیدنوترکیبباطولحدودXhoIبابرشآنزیمی(تک3؛DNA(نشانگرمولکولی2شده؛نوترکیباستخراج pGEX-4T-1پلاسمید(1

 جفتبازشدهاست.4900ازپلاسمیدخطیشدهباطول1342ژنیباطولکهمنجربهجداشدنقطعهXhoIوXmaIبا(برشدوگانهآنزیمی4جفتبازشدهاست؛

 


سازی.منظورتأییدزیرهمسانه،بهPCR:فرآیند1شکلشماره

 جفتباز.1360(تکباندژنیباطول3(کنترلمنفی؛2؛DNA(نشانگرمولکولی1
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ی محدودالأثر ها آن با آنزیم  و هضم آنزیمی PCRکلنی که نتایج  

تخلیص پلاسمید به شرکت  مثبت شده بود، انتخاب و پس از

طول قطعه که  از آنجاییسیناژن برای تعیین توالی ارسال گردید. )

جفت باز است، اما دستگاه تعیین  1342شده،  سازی زیرهمسانه

کننده در هر بار خوانش از هرطرف قادر به قرائت حدود  توالی

رو با خوانش دوطرفه و  باشد.( از این نوکلئوتید می 1200

 ردن نتایج، کل ژن تعیین توالی شد. ک ردیف هم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

برای تعیین توالی از هر دو پرایمر پیشرو و پیرو جهانی          

استفاده گردید. پس از تعیین توالی، نتایج  pGEXوکتور 

Pairwise Alignment طور  شده به سازی نشان داد ژن زیرهمسانه

موتاسیون ناخواسته در طی این فرآیندها صحیح انجام شده و ثانیاً 

اتفاق نیفتاده و قالب بازخواندن آن نیز تغییر نکرده است. در شکل 

آن با توالی اصلی و کد  Pairwise Alignmentنتیجه  6شماره 

نشان داده شده که  NCBIدر سایت  Query_17703دسترسی 

 باشد. بیانگره تشابه صددرصدی می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


شده.شدهوتوالیابتداییطراحیسازیتوالیزیرهمسانهPair Wise Allignmentسازیبافرآیند:تأییدصحتزیرهمسانه6شکلشماره

%است.100هانطباقتوالیگردداطورکهمشاهدهمیباشد.همانمیquery_17703استفادهشدهوکددسترسیآنطبقتصویرNCBIبرایانجاماینفرآیندازسایت

 
پس از القا در  ها سازی بیان نمونه در بیان ابتدایی و سپس بهینه

شده در مقایسه با نمونه کنترل، با اینکه باند  کار گرفته ی بهها سویه

کیلودالتونی مشاهده  75مشکوک پروتئینی در محدوده حدود 

 از ستون  ، ولی پس از وسترن بلاتینگ و در نهایت، استفادهشد

 

اتصال به  مورد نظر باوجودگلوتاتیون رزین، پروتئین نوترکیب 

( فیوژ، باز هم بیان Glutathione S-Transferase) GSTپروتئین 

 (.7-12نشد )شکل 


درجهسانتیگراد.25:بررسیبیاندردمای7شکلشماره

مولارویکمیلیIPTG(بیانباغلظت4(پروتئینمارکر؛3ساعت؛4مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت2ساعت؛4مولاروزمانمیلیIPTG1(بیانباغلظت1

مولاروییکمیلIPTG(بیانباغلظت7ساعت؛24مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت6ساعت؛8مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت5ساعت؛8زمان

 (.IPTG(کنترلمنفی)عدمالقابا10ساعت؛24مولاروزمانیکمیلیIPTGبیانباغلظت(9ساعت؛16مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت8ساعت؛16زمان
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درجهسانتیگراد.30بیاندردمای:بررسی8شکلشماره

(4ساعت؛8مولاروزمانیکمیلیIPTG(بیانباغلظت3ساعت؛4مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت2ساعت؛4مولاروزمانیکمیلیIPTG(بیانباغلظت1

(8ساعت؛16مولاروزمانیکمیلی IPTG(بیانباغلظت7(؛IPTGکنترلمنفی)بدونالقابا(6(پروتئینمارکر؛5ساعت؛8مولاروزمانمیلیIPTG5/0بیانباغلظت

ساعت.24مولاروزمانمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت10ساعت؛24مولاروزمانیکمیلیIPTG(بیانباغلظت9ساعت؛16مولاروزمانمیلیIPTG5/0بیانباغلظت

 


درجهسانتیگراد.37بررسیبیاندردمای:9شکلشماره

(4ساعت؛8مولاروزمانیکمیلیIPTG(بیانباغلظت3ساعت؛4وزمان مولارمیلیIPTG 5/0(بیانباغلظت2ساعت؛4مولاروزمانیکمیلی IPTG(بیانباغلظت1

و مولارمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت7ساعت؛16مولاروزمانیکمیلیIPTG(بیانباغلظت6(کنترلمنفی؛5ساعت؛8مولاروزمانمیلیIPTG 5/0بیانباغلظت
ساعت.24وزمان مولارمیلیIPTG5/0(بیانباغلظت10ساعت؛24مولاروزمانیکمیلی IPTG(بیانباغلظت9(پروتئینمارکر؛8ساعت؛16زمان

 


بلات(.تئینبهروشایمونوبلاتینگ)وسترن:بررسیبیانپرو10شکلشماره

 (.IPTG(کنترلمنفی)بدونالقا3(نمونهتست؛2(پروتئینمارکر؛)1
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:عبورمحلولروییازستونکروماتوگرافیمیلترکیبیگلوتاتیونرزین.11شکلشماره

.WashII(محلول6؛Elution(محلول5؛Wash I(محلول4؛Flow(محلول3(پروتئینمارکر؛2(نمونهبیانقبلازعبوردادنازستون؛1

 


دادنرسوبازستونکروماتوگرافیمیلترکیبیگلوتاتیونرزین.:عبور12شکلشماره

 WashII(محلول6؛Elution(محلول5؛Wash I(محلول4؛Flow(محلول3(پروتئینمارکر؛2نمونهبیانقبلازعبوردادنازستون؛(1

II.

 
بحث

بادی  بیشتر مطالعات در زمینه تولید واکسن نوترکیب و آنتی

تا  متمرکز شده است وکسینتنورو دهنده برروی بخش اتصال

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

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

که عبدالرضا عاقلی منصور و همکاران  در تحقیقی .جلوگیری کرد

لینوم دهنده نوروتوکسین بوتو از ناحیه اتصال Cدر رابطه با انتهای 

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

(. در تحقیقی 10را تحمل کنند ) Eاز توکسین بوتولینوم تیپ 

Kubotaدیگر 
نوکلونالی تولید کردند وبادی م و همکاران، آنتی 

کرد. این  به سلول هدف ممانعت می BoNT/Eکه از اتصال 

 (. 11شد ) توکسین متصل میبادی به ناحیه اتصالی نورو آنتی

Trollet
و همکاران نیز در تحقیقی با استفاده از روش انتقال  

Electrotransferالکتریکی )
  ،)DNA کننده علیه  بادی خنثی آنتی

(. 12تولید کردند )  Bو E ،Aهای  نوروتوکسین بوتولینوم تیپ

Ravichandran
و همکاران در تحقیق خود، ناحیه اتصالی  

صورت استنشاقی تجویز  را به Aو  E ،Bهای  نوروتوکسین تیپ

 LD50×104شده توانستند دوز  های ایمن نتیجه موش کردند که در

(. در تحقیقی 13الذکر را تحمل کنند ) های فوق از نوروتوکسین

Baldwinدیگر که در آن 
و همکاران از ناحیه اتصالی  

های  استفاده کردند، موش Eو  Aهای  نوروتوکسین بوتولینوم تیپ

(. با توجه 14را تحمل کنند ) LD50 ×105شده توانستند دوز  ایمن

الذکر  اتصالی که در تحقیقات فوق زایی مناسب ناحیه به ایمنی

 که محصول این پژوهـش بـه بیـان درصورتی ؛نشان داده شده است
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زایی  شد، پیشنهاد مؤکد در بررسی میزان ایمنی پروتئین ختم می 

این گزارشها، تلاش پروتئین حاصل شده بود. اما باوجود همه 

 ،Aسازی و بیان ژن ناحیه اتصالی تیپ  ابتدایی جهت زیرهمسانه

در این تحقیق ، منتج به نتیجه نشد. لذا (+)pET28aابتدا در وکتور 

 GST-gene fusionاز مجموعه  pGEX-4T-1وکتور بیانی به 

system (Glutathione S-Transferase)  ها روی آورده شد. این

کاره برای بیان، تخلیص و شناسایی  یستم همهمجموعه، یک س

 E. coliشده )فیوژ شده( و تولیدشده در  ی متصلها پروتئین

یا  ها باشد. این مجموعه مبتنی بر بیان سطح بالای القاپذیر ژن می

 Schistosomaآمده از  دست به GSTقطعات ژنی در اتصال با 

japonicum ساخته شده است. بیان در ،E. coli به تولید  منجر

 Cو در  GST هاترمینال آن Nشود که در  یی میها فیوژن پروتئین

در  ها پروتئین موردنظر قرار دارد. این پروتئین هاترمینال آن

متصل  GSTیی که به ها شوند. پروتئین سیتوپلاسم سلولی جمع می

توان با استفاده از ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی،  اند را می شده

لوتاتیون تثبیت شده است، جداسازی و تخلیص کرد. که در آن گ

وسیله ستون درگیر شده و  به GSTی متصل به ها پروتئین

  تحت ها شوند. فیوژن پروتئین وشو حذف می با شست ها ناخالصی

شرایط متعادل و غیردناتوره با استفاده از گلوتاتیون احیاشده از 

صیت عملکرد و خا ؛شوند. فرآیند تخلیص ستون جدا می

کند. درصورت نیاز،  ژنتسیته پروتئین موردنظر را حفظ می آنتی

که  از پروتئین نیز با استفاده از پروتئاز مخصوصی GSTجدا کردن 

پلاسمیدهای          MCSناحیه اتصالی آن درست بالادست 

pGEX سیستم مذکور   پـذیـر اسـت. از قـرار گـرفـتـه، امکـان

 ر مطالـعـات بسیـاری ازجملـه آمیـزی د طور موفـقـیـت بـه

 

 

ی ها و مطالعات برهمکنش ها تولید واکسن ایمونولوژی مولکولی،

(. 15پروتئین استفاده شده است ) -DNAپروتئین و  -پروتئین 

طورکه در نتایج اشاره گردید  ، همانها باوجود همه این ویژگی

سازی، نتیجه  رغم کنترل و تأیید تمام مراحل زیرهمسانه علی

آنالیزهای شخصی در مرحله بیان به دست نیامد. در مطالعه حاضر م

منظور بررسی احتمالات عدم بیان انجام  لازم بیوانفورماتیکی، به

توالی قبل و بعد  BLASTفیوژن پروتئین و  ORFشد که بررسی 

Frame Shiftجایی فریم ) از تعیین توالی نشان داد نه تنها جابه
  )

ای نیز رخ نداده  گونه جهش ناخواسته چاتفاق نیفتاده؛ بلکه هی

نیز نشان داد نقطه شروع ترجمه  mRNAاست. بررسی ساختار دوم 

که مانع اتصال کامل ریبوزوم شود قرار   درون ساختار محکمی

بسیار مناسبی دارد. همچنین بررسی  dGعلاوه،  ندارد. به

بوده، نیمه عمری بیش از  6/8آن  pIخصوصیات پروتئین نشان داد 

ساعت داشته و از لحاظ ساختاری در شرایط درون سلولی  10

 بایست پایدار باشد با این همه پروتئین موردنظر بیان نشد. قاعدتاً می

تواند تجزیه و  ترین دلیل احتمالی عدم بیان می نهایت، مهم در

ند در آنالیز بلافاصله بعد از بیان باشد )هرچ ،شدن پروتئین شکسته

 بیوانفروماتیکی پایدار بودن آن احراز گردید(.

 

گیرینتیجه
وسیله  پس از تکثیر به BD/Aطبق نتایج این مطالعه، قطعه ژنی 

سازی گردید.  زیرهمسانه pGEX-4T-1در پلاسمید  PCRواکنش 

نشان  BL21(DE3)سویه  E. coliبررسی بیان این ژن در میزبان 

 تولید نشده است. ها ر این سویهداد پروتئین نوترکیب د
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