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Abstract 
Background and Objectives: Chironex. fleckeri is the most toxic and 

dangerous marine species. CfTX-2 is one of the antigenic proteins of 

jellyfish venom that has been suggested for stimulation of the immune 

system, for treatment, and as a candidate for vaccine. The purpose of 

this study was designing, optimization, synthesis, and expression of the 

N-CfTX-2 gene in E. coli and investigation of the production of 

antibodies and immunization in mice. 
 

Methods: In this experimental study, the complete sequence of N-

CfTX-2 gene was obtained from NCBI (with accession number 

AFQ00677.1). After optimizing the codon of E. coli host, other 

bioinformatics studies needed for better gene expression were 

performed, such as protein stability and mRNA structure. The gene 

sequence was ordered for synthesis and replication in the pET21a (+) 

vector. The recombinant vector was transformed into E. coli BL21 and 

protein expression was induced by IPTG. After purification of the 

protein, the obtained antigen was injected into the mice in four steps 

and the amount of antibody produced in their serum, was measured. 

Then, the produced antibody was isolated from the serum and 

confirmed by ELISA assay. Sixty days after the first injection, the mice 

were challenged by the Chironex fleckeri jellyfish venom. 
 

Results: The N-CfTX-2 gene sequence cloned in the expression vector 

pET21a (+) was confirmed by PCR, and the produced recombinant 

protein was confirmed by SDS-PAGE and Western blot. Moreover, the 

immunized mice tolerated jellyfish venom 50 x LD50. 
 

Conclusion: Given the antigenic properties of N-CfTX-2 and antibody 

production in laboratory animal, this protein can be used as a vaccine 

candidate in future studies. 
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‌چکیده
 موجود ترین خطرناك و گونه ترین سمی،  (Chironex fleckeri)دریایی عروس زمینه‌و‌هدف:

منظرور   بره کره   بروده  دریرایی  عرروس زهرر  ژنیک  های آنتی یکی از پروتئین CfTX-2. است دریایی

ایرن مطالهره برا    شده است. واکسن پیشنهاد عنوان کاندید  به نی، جهت درمان وتحریک سیستم ایم

برادی و   آنتری و بررسری تولیرد    E. coli  در N-CfTX-2بیان ژن سازی، سنتز و  طراحی، بهینههدف 

 زایی در موش سوری انجام شد. ایمنی

اره )برره شررم NCBIاز  N-CfTX-2 ترروالی ژن کامرر  در ایررن مطالهرره تجربرری،  روش‌بررسییی:

AFQ00677.1   سرازی کردونی میزبران    ( به دست آمرد. پرا از بهینرهE. coli   هرای   ، سرایر بررسری

انجرام شرد.    mRNAبیوانفورماتیکی لازم برای بیان بهتر ژن؛ از قبی  پایرداری پرروتئین و سراختار    

سفارش داده شرد. وکترور نوترکیر      (+)pET21aدسازی در وکتور توالی ژن جهت سنتز و همانن

القا گردید. پا از تخلیص پروتئین،  IPTGمنتق  و بیان پروتئین با  E. coli BL21باکتری  درون به

برادی تولیردی در سررم آنهرا      هرا تزریرو و میرزان آنتری     ژن حاصر  در ههرار نوبرت بره مروش      آنتی

تأییرد   ELISAوسیله تسرت   و به یدی از سرم موش جداسازیبادی تول گیری شد، سپا آنتی اندازه

‌ هالش شدند.  Chironex fleckeri وسیله زهر روز پا از اولین تزریو، حیوانات به 60گردید. 

و پرروتئین   PCRوسیله  به (+)pET21aشده در وکتور بیانی  کلون N-CfTX-2توالی ژنی  ها:‌یافته

هرای   گذاری وسترن تأیید گردید. همچنین موش و لکه SDS-PAGEوسیله  نوترکی  تولیدشده به

‌م  کردند.زهر عروس دریایی را تح، LD50ابر بر 50شده  ایمن

بررادی در حیرروان  و تولیررد آنترری N-CfTX-2ژنرری  بررا توجرره برره خاصرریت آنترری گیییری:‌نتیجییه

 ه کرد.عنوان یک کاندید واکسن استفاد توان از این پروتئین در مطالهات آتی به آزمایشگاهی، می

 .2توکسین  ؛ سیستم ایمنی؛عروس دریایی ها:‌کلید‌واژه

‌له‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌قممج
‌‌97آذر،‌نهمدوازدهم،‌شماره‌ دوره

 ‌57الی‌‌47صفحه‌
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‌و همکاران حسین هنری‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌ عروس دریایی در موش سوری  N-CfTX-2ژن زایی آنتی ایمنی
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

‌مقدمه
 تنان کیسه رده از و مهرگان بی خانواده از دریایی عروسانواع 

 100 از بیش دریایی، عروس گونه 200 میان (. از2،1باشند ) می

 میان، این از که شده داده تشخیص خطرناك انسان برای گونه

 بیشترین است که ای جهبه دریایی عروس گونه ترین خطرناك

 مناطو در ای جهبه دریایی رساند. عروس می انسان به را آسی 

 باران یک از پا و شود می یافت ها اقیانوس امیتم در و گرم

اتصال  های مکان خصوص نزدیک به و شده زیاد تهدادشان محلی

 دریایی (. عروس1) شوند دیده می وفور به، دریا به ها رودخانه

 سراسر در ساحلی مختلف مناطو در اورژانسی مشک  یک عنوان به

 گزش. ستا مطرح فارس خلیج در ایران سواح  ازجمله جهان،

 در و کشور جنوبی سواح  نمکی های آب در دریایی عروس

 فارس و دریای عمان اتفاق خلیج در سواح  مسافران شنای هنگام

 سالیانه .باشد آور مرگ تواند می موارد برخی در که افتد می

 جهان سرتاسر در دریایی عروس با گزش مورد میلیون 150حدود

 در گزیدگی مورد 305 ،1392 سال در. (3شود ) می گزارش

. (4) شد گزارش دریایی عروس وسیله به فارس خلیج های آب

 و گردشگران برای جدی تهدید یک دریایی عروس با گزش

 بسیار مهم ،سلامت اقتصادی، همچنین لحاظ از و بوده ماهیگیران

 (.5-7است ) فصلی مهمولاً دریایی عروس از ناشی است. صدمات

 شوند می بندی میتقس دسته 5 به شک  براساس دریایی انواع عروس

 توانایی و وجود ندارد دنباله یا بازو گونه هیچ دسته در دو که

 بر و بوده بازو دارای دیگر دسته سه ولی ندارند، نیز را زدن نیش

 قرار ها نماتوسیت یا دار نیش یسمّ های سلول بازوهایشان روی

 سامانه ها نماتوسیت روند. می کار به شکار که جهت اند گرفته

 حاوی مایع از پر کپسولی از که هستند فردی به منحصر گزشی

. شوند پرتاب شتاب با توانند می و  رشته تشکی  شده یک

 آزاد را خود سمّ شیمیایی، یا مکانیکی تحریک با ها نماتوسیت

 پروتئینی های توکسین دارای دریایی عروس سمّ .(8،9) کنند می

 بیولوژیکی، های هالیتف از وسیهی طیف شام : مختلف

 و نوروتوکسیک میوتوکسیک، درمونکروتیک، همولیتیک،

متشک   ای جهبه دریایی عروس سمّ .(10باشد ) می کاردیواسکولار

 یا عصبی دستگاه سمّ و کاردیوتوکسین یا قلبی دستگاه سمّ از

 خون گردش سیستم وارد و جذب سریهاً که بوده نوروتوکسین

 

 بیشتر. گردد می مرگ سب  دقیقه 5 از کمتر در و شده بدن

 اول دقیقه 5 در ،قلبی دستگاهبر روی  سمّ تأثیر علت به ها مرگ

 مهمولاً دریایی عروس با گزش علائم .است گزیدگی از پا

 علائم است ممکن اما شود، می ایجاد گزش درپی بلافاصله

 واکنش شود. همچنین دیده ساعت هند از پا نیز تأخیری

 شیوع بیشتری دارد دریایی عروس نوع این اب تأخیری حساسیت

 و تنفسی نارسایی گونه، این در مرگ علت ترین شایع. (8،11)

 در موجود های پروتئین ترین (. فراوان11،12) است قلبی ایست

و  CFTX-1 پروتئین دو،  C. fleckeriدریایی عروس نماتوسیت

CFTX-2  ژن .(13) باشد می کیلودالتون 42و  40با وزن مولکولی 

CFTX  و آمینه اسید 461 باز، جفت 1493 دارایmRNA  خطی 

کند  می کد دالتون را کیلو 51 مولکولی وزن به پروتئینی که است

 زهر مورد در اطلاعات از ای عمده بخش حاضر، حال (. در14)

 نرم های مرجان و دریایی های شقایو از تنان کیسه همولیتیک

 وجود دریایی عروس به بوطمر کمتری و اطلاعات آمده دست به

 دریایی، عروس CfTX زهرهای پیچیدگی(. 16،15) دارد

 ابداع به نیاز بوده که فرد به منحصر درمانی هالش یک دهنده نشان

 بنابراین، ؛کند می آوری یاد را پیشگیری و درمانی های روش

 گزیدگی، درمان برای درمانی هدف یک عنوان به است ارزشمند

 قرار استفاده مورد دارو طراحی برای رکیباتیت یا و زدگی نیش

 به نظر و دریایی عروس سمّ از ناشی صدمات به توجه با(. 6) گیرد

 سنتز سازی، بهینه این مطالهه با هدف طراحی، آن، درمانی اهمیت

 و بادی آنتی تولید بررسی و E. coli در N-CfTX-2 ژن بیان و

 انجام شد. سوری موش در آن زایی ایمنی

‌

‌ش‌بررسیرو
 NCBI ژنی بانک ازN-CfTX-2 ژن  در این مطالهه تجربی، ترادف

و برای ساخت به شرکت  (، استخراجAFQ00677.1)با شماره 

 شرکت وسیله به pET21a)+(ید سمندای فن سفارش داده شد. پلا

و باکتری مربوطه برای ترانسفورماسیون از  ژن سنتزکننده

     برای .تهیه گردیدشناسی دانشگاه  آزمایشگاه گروه زیست

        Ni-NTA agarose resin ستون از نوترکی ، پروتئین تخلیص

 شد.  ( استفادهQIAGENE )شرکت
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‌و همکاران حسین هنری‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌ عروس دریایی در موش سوری  N-CfTX-2ژن زایی آنتی ایمنی
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

 Genscriptافزار  توالی نوکلئوتیدی ژن مورد نظر به کمک نرم

بدون مشک  انجام گیرد.  E .coliسازی شد تا بیان در باکتری  بهینه

 ترمینال آن اضافه گردید تا C–ی واحد هیستیدین به انتها شش

، در نهایتاًمرحله تخلیص با استفاده از ستون نیک  انجام شود. 

های  های برش آنزیم ژن به ترتی  جایگاه 3´و  5´انتهای 

تهبیه شدند. پا از اتمام طراحی  BamHIو  NdeIمحدودکننده 

به شرکت  pET-21aژن، توالی ژنی مورد نظر برای سنتز در ناق  

 صناعی ژن توالی سفارش، ثبت از پیش ی فن سفارش داده شد.ندا

 برای ها کدون از صحیح استفاده سازی، بهینه منظور به نظر مورد

 ساختمان ، ایجادGC محتوای مقدار نظر، تصحیح مورد میزبان

 پیرایشی و تهدی  نواحی ، تصحیحmRNA برای صحیح ثانویه

 بررسی گردید. برش های جایگاه

‌تأییدترانسفورماس ‌و از‌‌شده‌استخراج‌یدهایسمپلا‌یون

E. coli‌(17‌:) عم  ترانسفورماسیون به روش فیزیکی و شیمیایی

 آگارز ژل پرب، استخراج و با ها به روش مینیپلاسمیدانجام شد و 

‌. شدند بررسی و مطالهه

‌ شده،  های جداسازی از کشت شبانه کلونبیان‌ژن‌نوترکیب:

مایع تلقیح شد و  LBلیتر محیط  میلی 5میکرولیتر به  100میزان  به

نانومتر، ماده  600موج  در طول 6/0به  ODپا از رسیدن 

مولار به محیط  میلی 1( فرمنتاز با غلظت IPTGالقاکننده پروموتر )

درجه سانتیگراد  37ساعت در دمای  5کشت افزوده و به مدت 

 انکوبه گردید.

‌سلول ‌جمع‌تیمار ‌باکتریایی ‌جهت‌آوری‌های ‌شده

های باکتریایی  سلول(:‌18وسیله‌الکتروفورز‌)‌بررسی‌بیان‌به

شده در مرحله فوق به روش دناتوره تیمار شدند. در  آوری جمع

مخلوط و از  Bمیکرولیتر بافر لیزکننده  500ها با  این روش، سلول

دقیقه  20ها به مدت  طریو سونیکاسیون شکسته شدند. سپا نمونه

 1ژ شدند و محلول رویی با نسبت سانتریفو rpm14000با سرعت 

مخلوط و  x5پ  بافر دارای غلظت سم)نمونه( با  5)بافر نمونه( به 

       درجه سانتیگراد جوشانده شد.  100دقیقه در دمای  5به مدت 

             وسیله ژل الکتروفورز  های تیمارشده به در نهایت، نمونه

(SDS-PAGEاز لحاظ بیان پروتئین ) رکی  مورد بررسی های نوت

‌قرار گرفتند.

‌

‌

‌بیان ‌پروتئین ‌به‌بررسی ‌الکتروفورز‌‌شده وسیله

آمید و   برای تهیه محلول ژل، درصد آکری (:‌18آمید‌)‌آکریل

اکری  آمید متناس  با اندازه پروتئین انتخاب شد. با توجه به   بیا

کیلو دالتون وزن داشت، از  31شده در حدود  اینکه پروتئین بیان

 IPTGهای قب  و بهد از القای  % استفاده گردید. نمونه12ژل 

همراه با مارکر پروتئینی )سیناژن(، تحت شرایط دناتوره 

آمپر  میلی 25% با جریان ثابت 12الکتروفورز شدند. غلظت ژل، 

آمیزی با  بود. برای مشاهده باندهای پروتئین، از روش رنگ

 بلو استفاده گردید. کوماسی

‌ ‌پروتئین ‌لکه‌بیانتأیید ‌روش ‌با ‌وسترن‌‌شده گذاری

(19)‌ کار  برای تأیید پروتئین نوترکی ، تکنیک وسترن بلات به:

ها بر روی کاغذ نیتروسلولز انجام گرفت و  برده شد. بلاتینگ نمونه

عنوان کنترل منفی استفاده شد. فرآیند بلاتینگ  بهBSA از پروتئین 

انجام شد.  ساعت و نیم ولت به مدت یک میلی 100در ولتاژ 

دهنده  بادی تشخیص عنوان آنتی به 1:4000کونژوگه موشی با رقت 

 به کار گرفته شد. 

‌‌به ‌ستون ‌به‌‌Ni-NTAکارگیری ‌پروتئین ‌تخلیص برای

تمام مراح  تخلیص در اتاق سرما با دمای :‌(19روش‌دناتوره‌)

آمده بلافاصله در  دست به  درجه سانتیگراد انجام و پروتئین 4

میکرولیتر از  25مقدار  .انتیگراد ذخیره شدس -20°دمای

پ  بافر مسهای خروجی ستون برداشته شد تا پا از تیمار با  محلول

‌بررسی شوند. SDS-PAGEوسیله ژل الکتروفورز  به

(‌ ‌پروتئین ‌غلظت ‌19تعیین شده به  غلظت پروتئین بیان(:

( BSAکمک روش برادفورد و با استفاده از آلبومین سرم گاوی )

 عنوان استاندارد انجام گرفت. ژن( به)سینا

‌پروتئین‌نوترکیب‌تخلیص ‌از ‌شده‌حذف‌اوره منظور  به:

زایی، از آنجا که در  شده جهت ایمنی استفاده از پروتئین تخلیص

شود، برای بازگشت پروتئین  فرآیند تخلیص از اوره استفاده می

نوترکی  تا حد امکان به حالت طبیهی خود، از روش دیالیز با 

منظور حذف اوره استفاده شد؛  ستفاده از شی  غلظت، بها

مولار و  2مولار، سپا در اوره  4صورت که ابتدا در اوره  بدین

دو مرتبه عم  دیالیز  PBSمولار و در نهایت، در  1در ادامه، 

‌صورت گرفت.

‌

‌
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‌موش‌‌آماده ‌به ‌نوترکیب ‌پروتئین ‌تزریقات ‌و سازی

عدد موش  5یمنی، از منظور بررسی پاسخ ا به‌:(20)‌سوری

عنوان نمونه کنترل استفاده شد.  عدد به 5عنوان تست و  سوری به

استری   PBSشده با  میکروگرم پروتئین تخلیص 20برای هر موش، 

ها  سازی نمونه میکرولیتر رسانده شد. جهت آماده 500به حجم 

برای تزریو، هم حجم آن ادجوان کام  و ناقص فروند اضافه 

 لیتر(، سپا محتویات همگن شدند.  میلی 1هایی گردید )حجم ن

 20شده )حاوی  میکرولیتر از نمونه تهیه 200در پایان، به هر موش 

صورت زیرجلدی تزریو شد. این  ژن مورد نظر( به میکروگرم آنتی

 روز، سه بار دیگر تکرار گردید. 15عم  با فاصله 

:‌(19بادی‌به‌روش‌الایزای‌غیرمستقیم‌)‌تعیین‌تیتر‌آنتی

بادی موجود در سرم حیوان،  منظور تهیین تیتر آنتی در این مرحله به

‌در مراح  زیر استفاده شد: ELISAاز روش 

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

‌

 ژن در کف میکروپلیت؛ عنوان آنتی تثبیت پروتئین نوترکی  به -1

 ها؛ شوی هاهکو شست -2

 ها؛ ژن در کف هاهک های خالی از آنتی مسدود کردن مح  -3

 تهیه سریال رقت از سرم حیوانات تست و کنترل؛ -4

 افزودن کانژوگه موشی؛ -5

 افزودن سوبسترا و توقف آزمایش. -6

زهر عروس دریایی  LD50برابر  50سازی حیوانات،  بهد از ایمن

روز نتایج آن مورد بررسی و  5/2ها تزریو شد و بهد از  به موش

 .تندروز تحت نظر قرار گرف 30حیوانات تا 
 

‌ها‌یافته
پا از دریافت سازه ژنی مورد در داخ  وکتور بیانی از شرکت 

مورد بررسی قرار  T7سازنده، حضور ژن با استفاده از پرایمرهای 

طول( بر روی ژل  bp855با ) N-CfTX-2گرفت. در این حالت ژن 

 (.1مشاهده گردید )شک  شماره 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
‌یید‌حضور‌ژن‌در‌وکتور.:‌تصویر‌تأ1شکل‌شماره‌

محصول‌:‌‌3حاوی‌قطعه‌مورد‌نظر؛‌ pET21بر‌روی‌ناقل‌نوترکیب‌T7با‌پرایمرهای‌‌PCRمحصول‌:.‌2؛‌ستون‌10000bp:‌نشانگر‌مولکولی1ستون

PCRبا‌پرایمرهای‌‌T7بر‌روی‌ناقل‌ pET21 .فاقد‌قطعه‌مورد‌نظر‌

 
به  CFTX-2برای تأیید ترانسفرماسیون وکتورهای حاوی ژن 

 ورز رروفرد در ژل الکترهای باکتری بهد از استخراج، پلاسمی سلول

 

 (.2مورد بررسی قرار گرفت )شک  شماره 
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‌‌
‌سه‌حالت‌کویل،‌سوپر‌کویل‌و‌حالت‌خطی.:‌تصویر‌حاصل‌از‌استخراج‌پلاسمید‌و‌مشاهده‌2شکل‌شماره‌

‌سنتتیک.‌ژن‌حاوی‌‌pET21aپلاسمید:‌‌2مولکولی؛‌ستون‌وزن‌نشانگر:‌‌1ستون‌

 
  دهردهن انرنش مختلف، های ساعت در پروتئین بیان وضهیت بررسی

 

 (.3بود )شک  شماره  القا از پا ساعت 2 در بیان وضهیت بهترین

‌‌
‌نوترکیب.‌پروتئین‌بیان‌بررسی‌جهت‌SDS-PAGEسازی‌بیان‌ژن،‌‌:‌نتیجه‌بهینه3شکل‌شماره‌

‌پروتئینی‌های‌نمونه‌:3-‌8ستون‌؛‌IPTGتوسط‌القا‌از‌پیش‌شده‌برداشت‌نمونه‌:‌2ستون‌پروتئین؛‌مولکولی‌وزن‌نشانگر‌:‌1ستون

‌.‌IPTGبا‌القا‌از‌پس‌ساعت‌‌14و‌‌2شده،‌برداشت

 روش به هیستیدین، دنباله با نشاندارشده نوترکی  پروتئین تخلیص 

 دلی  به. شد انجام Ni-NTA ترکیبی می  کروماتوگرافی

  پروتئین، انربی امرهنگ در یرپروتئین دهرتنی مردره اجسام گیری شک 

 

 محیط pH تغییر کمک به و دناتوره شرایط حتت پروتئین تخلیص

 پروتئین نسبی تخلیص دهنده ، نشان4 شک  شماره. گرفت صورت

 باشد. می هیستیدین دنباله با نشاندارشده نوترکی 
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‌‌
‌.(دناتوره‌روش)‌‌Ni-NTAترکیبی‌میل‌کروماتوگرافی‌روش‌به‌نوترکیب‌پروتئین‌:‌تخلیص4شکل‌شماره‌

‌نیکل؛‌کروماتوگرافی‌ستون‌روی‌بارگذاری‌از‌پیش‌شده‌بیان‌نمونه‌،‌2ستون‌؛‌IPTGتوسط‌قاال‌از‌پیش‌شده‌برداشت‌نمونه‌:‌1ستون

‌‌وشو؛‌شست‌بافر‌با‌ستون‌وشوی‌شست‌:‌6و‌‌5های‌کروماتوگرافی؛‌ستون‌ستون‌خروجی‌:‌4ستون‌مولکولی؛‌وزن‌شانگرن‌،:‌3ستون

‌و‌استخراج‌بافر‌با‌کروماتوگرافی‌ستون‌وشوی‌شست‌:7-‌9ستون

‌باشد.‌می‌احیاکننده‌بافر‌با‌ستون‌وشوی‌شست‌:‌10ستون‌

غلظت با توجه به نمودار استاندارد پروتئین آلبومین گاوی،  

   روی آن برحسرص و محتر  مشخرن نوترکیرای پروتئیره هرونرنم

 

 )جدول(.میکروگرم محاسبه گردید 

‌پروتئین‌جدول:‌نتیجه‌تخلیص

‌امحتو‌نام‌نمونه

‌)میکروگرم(

‌

‌موجود‌حجم

‌لیتر(‌)میلی

‌غلظت

‌لیتر(‌)میکروگرم‌بر‌میلی

‌حجم‌برادفورد

‌)میکرولیتر(
OD‌595nm 

 

 294/0 50 2/186 600 112 ‌1نمونه

 37/0 50 239 600 143 ‌2نمونه

 258/0 50 9/179 600 108 ‌3نمونه

 302/0 50 7/191 600 115 ‌4نمونه

 173/0 50 2/102 600 61 ‌5نمونه

 245/0 50 2/152 600 91 ‌6نمونه

 259/0 50 9/161 600 97 ‌7نمونه

     727 جمع

 

 در باکتریناحیه کاست ژن  بیانمنظور تأیید پروتئین مورد نظر،  به

E. coli از بدین منظور شد کهبررسی گذاری وسترن  به روش لکه 

 BSAاز  منفی نیز برای کنترلزهر عروس دریایی )ونوم( و 

 از کاغذ نیتروسلولز مراح  واکنش، انجامپا از  گردید.استفاده 

 

های  )ستون حاوی باکتری}عکا تهیه شد که در ناحیه مورد نظر 

، باند مشاهده گردید {(pET21a(+)-N CfTX-2واجد سازه 

 (. 5)شک  شماره 
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:‌نشانگر‌مولکولی‌1بلات‌با‌استفاده‌ازکونژوگه‌موشی.‌ستون‌‌وسیله‌روش‌وسترن‌شده‌به‌:‌تأیید‌پروتئین‌نوترکیب‌بیان5شکل‌شماره‌

PR0602کنترل‌بدون‌القای‌3د‌نظر؛‌ستون:‌نمونه‌باند‌پروتئین‌مور2؛‌ستون‌:IPTG‌ 

1 3 2 

 کیلودالتون 35

 کیلودالتون 25

 کیلودالتون 30

بلات مورد  وسیله تست وسترن بدین وسیله پروتئین نوترکی  به

شده و محاسبه  بادی تولید منظور ارزیابی آنتی بهتأیید قرار گرفت. 

میزان آن در هر مرحله تزریو، از روش الایزای غیرمستقیم استفاده 

استثنای تزریو اول(، از هفته بهد از هر مرحله تزریو )به  شد. یک

 د از رهرد و بر  آمرری به عمریرونگرد خراهرت و شرسرای تره وشرم

 

با پروتئین نوترکی  انجام  ELISAها، آزمایش  جداسازی سرم آن

بادی نسبت به  شد. نتایج نشان داد بهد از هر مرتبه تزریو، تیتر آنتی

بادی  نتییابد و در خونگیری آخر نیز بیشترین آ کنترل افزایش می

بادی در هر  شود. میانگین تیترآنتی ژن نوترکی  ایجاد می علیه آنتی

 مرحله در نمودار نشان داده شده است.

‌‌
‌.ELISAپس‌از‌هر‌تزریق‌با‌روش‌‌بادی‌موش‌سوری‌نمودار:‌بررسی‌تیتر‌آنتی
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برابر  50سر موش با غلظت  5منظور انجام هالش مورد نظر،  به

LD50 شده قادر به  مورد بررسی قرار گرفت که حیوانات ایمن

 30های فوق بودند و در مدت  یایی با غلظتزهر عروس درتحم  

 روز، زنده و سالم ماندند.

 3، 1نسخه  Rافزار آماری  های نرم منظور انجام محاسبات، از بسته به

 استفاده گردید. R Studio ( با رابط کاربری21) 4و 

های  گیری طرفه )برای اندازه ها با استفاده از واریانا یک داده

 .در نظر گرفته شد p<05/0داری،  مکرر( تحلی  شدند. سطح مهنی

‌

‌بحث
فارس و دریای عمان، عروس دریایی  اگرهه تاکنون در خلیج

های مختلفی از عروس  ای گزارش نشده است؛ لیکن گونه جهبه

رد که در فصول خاصی از سال زیاد شده و دریایی وجود دا

ای  عروس دریایی جهبهشوند. زهر  موج  گزیدگی شناگران می

C. fleckeri،  موجودات دریایی زهر ترین  ترین و کشنده قویاز

(. زهر این جاندار دارای ترکیبات پروتئینی فهالی است 22است )

تگاه دسشده و روی وارد گردش خون  وسریهاً جذب  تواند که می

(. 23تأثیرگذار باشد )دستگاه عصبی عروقی، همچنین  - قلبی

ومیر با این گونه، نارسایی تنفسی و ایست  ترین علت مرگ شایع

افتد  دقیقه پا از گزش اتفاق می 5-20قلبی است که در 

های زهر عروس دریایی  ترین پروتئین (. یکی از مهم21،12)

یک و عام  ایجاد ژن بوده که بسیار آنتی CfTX-2 ای، جهبه

تاکنون داروی مؤثری برای  توجه به اینکه. با  مشکلات قلبی است

درمان گزیدگی با این جاندار یافت نشده و بهترین راه درمان یا 

تهیه  ؛ لذا(23)پیشگیری، استفاده از پادزهر و یا واکسن مؤثر است 

های درمانی بوده که با مشکلاتی نیز همراه  پادزهر یکی از راه

عدم تأثیر مناس  پادزهر وجود دارد که  دلای  زیادی برای ت.اس

سریع زهر و کاردیوتوکسیک بودن آن  اثرترین آنها،  یکی از مهم

از طریو   C. fleckeri(. مهمولاً زهر عروس دریایی24است )

رسد و در مواردی،  می هایی همچون قل  عروق به بافت

و همکاران  Anderso افتد. دقیقه اتفاق می 10ومیر کمتر از  مرگ

نشان دادند برای خنثی کردن زهر، پادزهر زیادی  2014در سال 

  کشد تا اثر آن را خنثی کند. دقیقه طول می 60باید تزریو شود و 

 

 

های  از طرفی دیگر، استفاده از پادزهر بهضی اوقات با واکنش

ایجاد ایمنی غیرفهال  .(25حساسیتی فوری و تأخیری همراه است )

 ؛مفید و مؤثر نخواهد بود ،مقابله با گزش عروس دریایی برای

شده برای درمان گزیدگی عروس  هرهند اغل  مطالهات انجام

عنوان  تحت CfTX-2گیرد.  دریایی با هدف تولید پادزهر انجام می

عنوان کاندید  تواند به یک ایمونوژن غال  مطرح بوده و می

لهات بیوشیمیایی مطا .(26) دواکسن نوترکی  مدنظر قرار گیر

به دلی  CfTX-2 و CfTX-1 های  دهند جداسازی پروتئین نشان می

های  همولوژی زیاد با یکدیگر، بسیار مشک  بوده و با روش

 . (27توان آنها را از هم جدا کرد ) الکتروفوز و کروماتوگرافی نمی

تولید شد؛ بدین  E. coliدر  مذکور در تحقیو حاضر نیز پروتئین

 CfTX-2و  CfTX-1بررسی توالی اسیدهای آمینه منظور با 

% همولوژی 95بیش از ، ها مشخص گردید در نواحی از سکانا

جفت بازی از  855وجود دارد؛ لذا با حذف این ناحیه، قطهه ژنی 

انتخاب شد که میزان همولوژی   CfTX-2ترمینال -Nناحیه 

ناحیه،  % بود. سپا با انتخاب این53اسیدهای آمینه آنها کمتر از 

میزان تولید  و E. coliژن در  سازی و بیان آنتی سازی، همسانه بهینه

. ترکیبات موجود در بادی در موش مورد بررسی قرار گرفت آنتی

زهر عروس دریایی باعث تحریک سیستم ایمنی سلولی و 

 بررسی تأثیر زهرو همکاران با  Vaker(. 28شود ) هومورال می

نشان  هندی خوکچه و موش ر رویب C. fleckeri دریایی عروس

این گونه،  وسیله انسان به گزش اثر علائم ناشی دردادند 

 پا هندی خوکچه و موش در مشاهده است. همچنین مرگ  قاب 

در (. 25افتد ) اتفاق می قلبی اثر عارضه در وریدی درون تزریو از

مرتبه تزریو را در فواص  مشخص  4هایی که  موشتحقیو حاضر، 

زهر توانستند ایمن باشند و   LD50برابر 50کرده بودند تا دریافت 

شده فقط موج  ایجاد علائم ضهیف نوروتوکسیک  زهر تزریو

ای دیگر  شام  انقباض موقتی عضلات در موش گردید. مطالهه

نشان داد سایر عوارض ازدیاد حساسیت فوری و تأخیری که 

و پروتئین کند با تزری مهمولاً در اثر تزریو پادزهر بروز می

 (. 29شود ) نوترکی  مذکور، مشاهده نمی

Breakman  انیکلون و ب، با انجام 2007و همکاران در سال 

آنها را در  ییزا یمنیا زانیم ،CfTX-2و  CfTX-1سکانا کام  

 (. 30) کردند یریگ و اندازه یموش بررس
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% 96 یهمولوژ یدارا ها نیپروتئ نیا ییت انتهامسق که ییاز آنجا

 .(14،15) باشد میمشک   اریبس کریکدیآنها از  یجداساز ؛است

 یهمولوگ و بررس ،رهمولوگیغ ینیقطهات پروتئ دیتولبنابراین 

مطالهه  نی. در ااست برخوردار یخاص تیآنها از اهم ییزا یمنیا

انجام  تیبا موفق E. coliدر  (رهمولوگی)غ N-CfTX-2ژن  انیب

را  ییایزهر عروس در LD50 برابر 50 شده منیا یها و موششد 

در زمینه درمان  شده انجام همچنین اکثر مطالهات تحم  کردند.

 است بودهای مربوط به تولید پادزهر  گزش عروس دریایی جهبه

(28.) 

‌

‌گیری‌نتیجه
با توجه به تأثیر سریع زهر و اثرات کاردیوتوکسینی که گاهی 

ونیت ؛ طراحی واکسن جهت ایجاد مصشود  منجر به مرگ می

که بیشتر در مهرض گزش عروس دریایی قرار دارند  برای افرادی

مؤثر خواهد بود. لذا در این تحقیو استفاده از پروتئین نوترکی  

ها در برابر زهر عروس دریایی بسیار مؤثر  زایی موش منظور ایمنی به

  واقع شد.

 

 

بادی  براساس نتایج، تحلی  آماری، فرض یکسان بودن تیتر آنتی

بادی  ها را رد کرده و تولید افزایشی آنتی گیری نمونهدر 

(001/0=p) کند. را تأیید می 

‌

‌تشکر‌و‌قدردانی‌
در پایان از زحمات اساتید، پژوهشگران محترم مرکز و گروه علوم 

پژوهشکده اکولوژی ع( تهران و )ینحس زیستی، دانشگاه جامع امام

نتیجه رسیدن که در به  بندرعباس دریای عمان درفارس و  خلیج

این پژوهش ما را حمایت مهنوی و مالی کردند، سپاسگزاری 

 شود. یم
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