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 مقاله پژوهشي 

  E. coli يدر باکتر نوميبوتول وميديکلستر يباکتر Bنوع  نينوروتوکس ياتصال هيناح انيو ب سازي همسانه
  

  ٥يبابک برات ،٤عباس حاجي زاده ،٣ين هنريحس ،٢٭يميروز ابراهيف ،١يانيامک رضائيس
 

  04/04/1393 یرشپذ یختار 01/02/1393 یافتدر یختار
 
 يدهچک

 A – Gاز  پيهفت سروت يدارا ها نوروتوکسين ني. اشود يم جاديا نوميبوتول وميديکلستر يباکتر يها نوروتوکسينتوسط  سميسندرم بوتول :هدف و نهيزم شيپ
 .باشد يمآن  ياتصال هيناح ي شده ساخته بينوترک يها واکسناستفاده از  BONT/Bشده توسط  جاديا سمياز سندرم بوتول يريجلوگ يراه برا نيبهتر .باشند يم

 .باشد يم يمنيا ستميس کيتحر يبرا يکاف يها توپ ياپ يچون دارا

کشت داده شد و ژنوم  يشد. سپس باکتر يآن طراح يمناسب برا يپرايمرهاسپس  گرفته شد. NCBI تيرا از سا ياتصال هي: ابتدا سکانس ژن ناحها روشو  مواد
. سپس، ديگرد E. coliDH5α يوارد باکتر بيوارد شد. بعدوکتور نوترک pGEM-Teasy . ژن در وکتورديژن استفاده گرد ريتکث يبرا PCRآن استخراج شد. از 

 (+) انجام شد.pET28a يانيبا استفاده از وکتور ب E. coliBL21 يدر باکتر يساز رهمسانهيز

صحت كلونينگ  دهنده نشانبه روش وسترن  تائيدو  SDS – PAGEو بررسي بر روي  IPTG، تعيين توالي و نتايج حاصل از آن توسط PCR يها واکنش: جينتا
 و بيان بود.

 بايد بررسي شود. ييزا يمنياپتانسيل  : كلون و بيان اين كانديد واكسن با موفقيت انجام شد ويريگ جهينت

 نوميبوتول نينوروتوکس ،يديتوکسوئ يها واکسن ،سازي همسانه ،ياتصال هي: ناحدواژهيکل

  
 ١٣٩٣ شهريور، ۵۰۲-۵۱۰ ، صمشش شماره، پنجميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  ۰۲۱-۷۷۱۰۴۹۳۵ ، تلفن:يشناس ستيزگروه  - هيع) دانشکده و پژوهشكده علوم پاحسين (دانشگاه امام  -تهران – رانيا: آدرس مکاتبه

Email: febrhimi@ihu.ac.ir 

  

                                                
  (ع) نيدانشگاه امام حس يشناس ستيگروه ز ،يملکول و يسلول يشناس ستيارشد ر يکارشناس يدانشجو ١
  سنده مسئول)ي(نو (ع) نيدانشگاه امام حس يشتاس ستيگروه ز ارياستاد ٢
  (ع) نيدانشگاه امام حس يشتاس ستيگروه ز اريانشد ٣
  (ع) نيدانشگاه امام حس يشتاس ستيگروه ز يمرب ٤
  (ع) نيدانشگاه امام حس يشتاس ستيگروه ز يمرب ٥

  مقدمه
Botulinum neurotoxinsترين مواد  ، يكي از سمي

 واسطه بهها معمولاً  در علوم بشري هستند. انسان شده شناخته
توسط  يدشدهتولي ها نوروتوکسينغذايي در معرض  مسموميت

چند  ). هر١گيرند ( قرار مي Clostridium botulinum باكتري
زخم (بوتوليسم جراحت) و عفونت در  موارد مسموميت از طريق

نوزادان (بوتوليسم اطفال) نيز وجود دارد ولي بسيار كمياب هستند 
بوتوليسم اطفال تنها در بيست سال اخير مطرح گرديده است.  ).٢(

بيماري بوتوليسم توسط مسموميت با يكي از هفت نوروتوكسين 
 هاي سمي هوازي) توسط سويه (تحت شرايط بي توليدشده

Clostridium botulinum يا C.barati و C.butyricum  ايجاد
شود. علائم بوتوليسم (مسموميت با نوروتوكسين بوتولينوم)  مي

هاي چشمي  ضعف عضلاني عمومي كه ابتدا ماهيچه عبارت است از
هاي اسكلتي را تحت تأثير قرار  و ناي و سپس تمام ماهيچه

مراه با تخريب تر، فلج عضلاني ه دهد. در موارد شديد مي
نظير تنفس رخ خواهد داد كه منجر به  غيرارادي يعملکردها
خصوصيات  ازلحاظهفت نوروتوكسين بوتولينوم  ).۲شود ( مرگ مي

نشان داده  Gتا  Aسرولوژيكي با يكديگر متفاوت بوده و با حروف 
اقدامات پيشگيرانه و درماني عليه بوتوليسم از سال  شوند. مي

 و بررسي قرار گرفته است. يقموردتحق نتاکنوميلادي  ١٩٤٠
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 ۱۳۹۳ شهريور، ۶، شماره ۲۵دوره   اروميه مجله پزشکي
 

٥٠٣  

ک از سه مرحله يسم در هر يت سم بوتوليمهار نمودن فعال
سم يت در برابر بوتوليت منجر به مصونيجاد مسموميند ايفرا يديکل

در افراد  يت اختصاصيجاد مصونيا يحال حاضر برا در .خواهد شد
ه يسم عليبوتول يتيد پنج ظرفيتوکسوئک يدر معرض خطر از 

ن يد در چنديد توکسوئيتول .شود يماستفاده  A-E يها سروتيپ
ص ي، تخليکه شامل، کشت فراوان، جداساز رديگ يممرحله صورت 

ک از يهر  يد براي. ساخت توکسوئباشد يم ييت زدايو سم
 يلاديم ١٩٧٠ل يو اوا ١٩٦٠سم از اواخر دهه يبوتول يها سروتيپ

 يتيظرف تک يها واکسن ١٩٧١ن بار در سال يآغاز شده است. اول
شدند و عرضه  يبند بسته ١٩٧٨د و در سال يانبوه تول صورت به
ت بشمار يک مسمومي ييغذا منشأسم با يبوتول که يدرحال). ٣(
سم نوزادان و روده يکه به بوتول يمارين بيگر اي، اما انواع دديآ يم

 برخلاف. نديآ يمنوع عفونت بشمار  کيمعروف است،  سالان بزرگ
د سم است. يدرون بدن منشأ تول جادشدهيا، عفونت ينوع قبل
وندد، يپ يک سال به وقوع مير يسم نوزادان در سن زيبوتول ازآنجاکه

فلور  يکاف يافتگي توسعهن است که به علت عدم يده بر ايعق
و لازم با كلستريديوم  يدستگاه گوارش، رقابت کاف يعيطب

به شکل  يون باکتريزاسي، لذا امکان کلونديآ ينم به وجودبوتولينوم 
، فراهم يماريجاد بيد سم و ايتول جهيدرنتدر روده بزرگ و  يشيرو
 ياسپور از باکتر ١٠٠تا  ١٠وجود  يمارين بيجاد ايا يشود. برا يم

براي پيشگيري از اين بيماري از طريق  است. يمولد کاف
نوتركيب بر  يها واکسنواكسيناسيون، بهترين استراتژي استفاده از 

 يها توپاتصالي نوروتوكسين به علت داشتن اپي  ي هيناحپايه 
. در اين تحقيق سعي باشد يممناسب براي تحريك سيستم ايمني، 

باكتري،  بر اين بوده است كه با استفاده از ناحيه اتصالي سم
 واكسني مناسب براي جلوگيري از ابتلا به اين بيماري تهيه شود

)٥-٧.(  
  

  ها روشمواد و 
باكتري كلستريديوم : ها کيوتيب يآنتهاي كشت و  محيط

رشد  يهواز يب يها يباکترمخصوص محيط در  Bبوتولينوم تيپ
 يها طيمحاز  ).Hi mediaشركت  Cooked Meatداده شد (

زبان استفاده يم يرشد سوش ها يبرا E. coli يمخصوص باکتر
 مورد استفاده يها کيوتيب يآنت. )LB Agarو  LB Broth(گرديد 

Ampicilin  وkanamycin شركت( اند بوده  Roche(.  
 صورت به که pGEM-T Easyگ (ني: از وکتور کلونپلاسميدها

گاز، بافر مربوطه و نمونه کنترل از يل T4-م يت به همراه آنزيک
 شداستفاده  سازي و تعيين توالي ژن همسانهجهت شرکت پرومگا) 

+) پلاسميد ((ان ژن مربوطه استفاده شد يب يبرا يانيو از وکتور ب
pET-28a(.  

 برش دهنده يها ميآنز از :ها و مواد شيميايي آنزيم
BamHI,NcoI) شركتFermentas( ياتصاله يبرش ژن ناح يبرا 

 T4آنزيــم استفاده شد.  سازي همسانه و خارج کردن آن از وکتور

DNA Ligase از شركـت Promega همراه که به ( شد. تهيه
عبارت  تكثير دهنده يها ميآنز ).شد يدارينگ خريوکتور کلون

، به Taq polymerase ،Pfu polymeraseبودند از 
 dATP,MgSO4 Buffer,MgCl2,dNTPs Mix 10X,همراه

 Tris از قبيل ييها ميآنزو  . مواد)Fermentas ناژن،يسشركت (

base,Sucrose,EDTA,,Tris Hcl اسيد بوريك ل،فن ،فرموكلر، 
، اتيديوم برومايدد، يک اسياست م،يم، استات پتاسياستات سد

ل يلور - ان HCl,NaCl,proteinase K,RNase A,،ليزوزيم
 يندهايفراز در يل الکل نيزو آميو ا ايزوپروپانل، SDS ن،يسارکوز

  .)Merkشركت(استفاده شده است  DNAاستخراج 
و  B سويه كلسـتريديوم بوتولينـوم تيـپ    :هاي باكتريايي سويه

 E. coliBL21pLsSه يز سـو ي ـو ن E. coliDH5αنگ يه کلونيسو
ــات ي(از مرکــز تحق ه ســلول مســتعد اســتفاده شــد يــجهــت ته ق

  شد).ه ين (ع) تهيدانشگاه امام حس يشناس ستيز
 صـورت  بـه مرهـا  يپرا :هـا  آنو آنـاليز   شـده  يطراح يپرايمرها

مـورد   DNASISو  Oligo يو بعد با نـرم افزارهـا   يطراح يدست
ژن ن و بـه تبـع آن   يره سـنگ ي ـژن زنجتـرادف   قرار گرفت. يبررس
 ،NEB Cutterنـرم افـزار    ، بـا Bسم بوتولينوم تيپ  ياتصال هيناح

هـر   فاقـد  NcoI و BamHI يهـا  ميآنزن ژن، براي ينشان داد كه ا
 سـازي  همسـانه نـد  ي، جهـت فرا رو ني ـازاو  است يبرش  گونه جايگاه

  .باشند يممناسب 
محيط كشـت حـاوي بـاكتري    : از كروموزومي DNA استخراج

 دقيقـه بـا دور   ٥-١٠( به مدتو  تر برداشتهيل يليم ٥/١ رشد يافته
rpm دور ريختـه  يـي رو. محلول شدوژ يسانتريفقه) يدر دق ٥٠٠٠ 

 حـل  کـاملاً  HTEبـافر   تريکرو ليم ٣٠٠در  ها سلولرسوب  و شد
 TNE در بافر) ١٠ mg/ml( ليزوزيمم يآنز تريکرو ليم ٥٠ گرديد.

 ١٥-٣٠( گـراد  يسـانت درجـه   ٣٧در  سـپس  شـد، محلول اضافه  به
% ١٠ن ساركوزيل يلور N–تر يکروليم ٦٠شد.  ي) گرما گذاردقيقه

 RNaseميآنـز  تريکرو ليم ٥شد. به محلول اضافه  HTEبافر (در (

)mg/mlدقيقـه  ١٥( گـراد  يسانتدرجه  ٣٧اضافه كرده و در ) ١٠( 
) K )mg/ml۲۰پروتئينـاز   تريکرو ليم ٤٠ سپس .شد يگرما گذار

. قـرار داده شـد   ساعت) ۲( گراد يسانتدرجه  ٥٦ و در ديگرداضافه 
قـه)  يدق کي ـقـه بـه مـدت    يدر دق ٨٠٠٠ rpmدور (سپس نمونـه  

 اندازه بهريخته شد.  يگريوب ديدر ت ييمحلول رو وژ شد،يفيسانتر
مخلـوط   گـر يخـالص، در مرحلـه د   فنل ک مرحلهيدر  حجم نمونه

 خـالص  كلروفـرم  هم بعدازآندر مرحله  كلروفرم و -فنل کي به کي
پـس   شدوژ يسانتريوفقه) يک دقي، ٨٠٠٠ rpm دور( و اضافه كرده
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 و همکاران يسيامک رضائيان  ... باکتري Bسازي و بيان ناحيه اتصالي نوروتوکسين نوع  همسانه
 

٥٠٤  

 برابر ٢در يك لوله جديد ريخته و  آن رااز جداسازي محلول رويي 
نمونـه بـه    د.ي ـگرداضافه درصد  ٩٦ اتانول الكلحجم منونه به آن 

قـرار داده شـد.    گـراد  سـانتي  درجـه  ٧٠يمنها دقيقه در ۴۵ مدت
 rpmدور (سـانتريفيوژ   كرومـوزومي بعـد از   DNAهاي حاوي  لوله

 ، بـه ه شـد شستشـو داد  درصـد  ٧٠بـا الكـل    )دقيقه ١٠ ،۱۰,٠٠٠
درصـد اضـافه    ٧٠تـر اتـانول   يکروليم ٥٠٠مانده مقدار يرسوب باق

-٦٠در داخـل آون  رسوب وژ شده و يفيط قبل سانترينموده با شرا
 TEبافر  تريکرو ليم ٦٠، ديگردخشك  کاملاً گراد يسانتدرجه  ٥٠
 DNA ه شـد. قـرار داد گـراد   سانتيدرجه  ۴ و در شدآن اضافه  به

و پـس از   ، مشاهدهدرصد ۱بر روي ژل آگارز  آمده دست بهژنوميك 
 بعدي كـار  حلهبراي مر كتروفوتومتريپاسنانو تعيين غلظت با روش

  ).۱۱، ۱۰، ٤گرفت (قرار  مورداستفاده PCR يعني
: Bپ ي ـنـوم ت ين بوتولينوروتوکس دهنده اتصال هيناح ژنر تكثي

  .انجام گرفت Pfu DNA polymeraseم يبا آنز PCRند يفرا
 يبـرا  pGEM- T Easy Vector :بـا  موردمطالعـه ژن الحـاق  

لـه کـردن و   يز آدنپـس ا  ،فوق در وکتور موردمطالعه ژن قرار دادن
گـاز انجـام   يل T4ميبـا اسـتفاده از آنـز    الحـاق اکـنش  ص آن، ويتخل
  ).۱۱، ۱۰، ٤( )۲(شکل شماره  رفتيپذ

تهيـه   منظور به: (Competent Cells)مستعد  يها سلولتهيه 
مسـتعد  استفاده شد.  E. coli DH5α مستعد، از سوش يها سلول

ساعت، بدون  ١٥(انجام گرفت. ابتدا سوش ييايميبه روش ش يساز
 ١٥٠ rpmدور ، گـراد  يسـانت درجه  ٣٧مايع،  LBدر  کيوتيب يآنت

 LBبـه   تـر يکرو ليم μl٥٠٠كشت داده شد. از محيط كشت فوق )
و  گـراد  يسـانت درجه  ٣٧سپس ( تلقيح شد و يتريل يليم ٥٠مايع 

محـيط   OD. پـس از رسـيدن   شـد  يگـذار  ) گرمـا ١٥٠ rpm دور
انكوباسـيون متوقـف شـد.     ،nm٦٠٠ مـوج  طـول در  ٤/٠كشت بـه  

بـزرگ مخصـوص    يهـا  لولـه محيط كشت در كنار شعله به داخـل  
محلول رويي دور ريخته شد و به رسوب  سانتريفوژ انتقال داده شد.

استريل اضافه شـد   ميلي مولار سرد ٥٠كلريد سديم  تريل يليم ٢٠
ن مرحلـه محلـول   ي ـدر ا دقيقه در يخ قرار داده شد. ٣٠و به مدت 

) سـانتريفوژ  گـراد  يسـانت درجه  ٤ دردقيقه  ١٠ ،٣٠٠٠ rpmدور (
ميلي مولار حل شـد و   ٥٠كلريدسديم  تريل يليم ٣شد. رسوب در 

فـوق   يهـا  سـلول دقيقـه در يـخ قـرار داده شـد. بـه       ١٠به مـدت  
اضافه و بعد  )حجم به حجم(درصد  ٢٠گليسرول استريل به مقدار 

تقسيم و در  يتريل يليم ٥/١استريل  يها لولهزدن آرام در  به هماز 
  .)٨،٤( نگهداري شدند گراد يسانتدرجه  ٧٠ يمنها يدما

به  (Transformation) نوتركيب DNA تراريخت نمودن
مستعد از يخچال  يها سلول: E. coliميزبان  يها سلولداخل 

از  تريکرو ليم ٢٠٠خارج شدند.  گراد يسانتدرجه  ٧٠منهاي 
 يها وبيتدر شرايط استريل به  DH5α E. coliمستعد  يها سلول

نوتركيب (واكنش الحاقي) اضافه و پس از مخلوط  DNAحاوي 
 قرار گرفتند.در داخل يخ  ها وبيتدقيقه  ٣٠كردن، به مدت 

دقيقه  ٣، گراد يسانتدرجه  ٤٢جهت شوك حرارتي در  ها وبيت
دقيقه در داخل يخ قرار  ٢شدند. بعد حرارتي به مدت  يگرما گذار

اضافه شد.  کيوتيب يآنتمايع بدون  LB ها لولهداده شدند. سپس به 
درجه  ٣٧ يساعت در انکوباتور با دما ١به مدت  ها تيوب
 rpmدر دور  دقيقه ٣( ها وبيتقرار داده شدند. بعد  گراد يسانت

و رسوب در  محلول رويي دور ريخته شد فوژ شدند.ي) سانتر۵۰۰۰
 LBمايع دوباره حل شد و بر روي  LBمحيط  تريکرو ليم ٥٠

 ١٥(كشت  ٨٠ -μg/ml١٠٠  به غلظت Ampicilinآگاردار حاوي
  ).٤( داده شد )گراد يسانتدرجه  ٣٧ساعت، 

از  تحقيق در اين ب:يوکتور نوترک يحاو يها کلون يگر غربال
و  نيليس يآمپ يهاواجد نشانگر pGEM-T Easyوكتور كلونينگ

lac Z که يطور به استفاده شد. موردنظرسازي ژن  همسانه، جهت 
 صورت بهسازنده برش خورده و  يها شرکتتوسط  قبلاًمارکر دوم 

شده است  اضافه ddT آن باز ٣يدر آمده است و به دو انتها يخط
ن مارکر ياست، پس از ورود، در داخل ا شدهما آدنيله  موردنظرژن 

. (نکته گردد يم يو وکتور حلقو رنديگ يمقرار  شده بيتخراز قبل 
و پس  مانند ينمدار يدر داخل سلول پا يخط ينکه وکتورهايمهم ا
ن وکتورها ياوقات امکان دارد که ا ي. گاهشوند يمحذف  ياز مدت

 يها ژنا در مرحله الحاق بدون ورود يو  يسلول يگازهايتوسط ل
به از دست  تواند يمن يکه ا self-ligationشوند  ي، حلقوموردنظر
موجود  يها آدنينا اتصال يو  مرورزمان به ييانتها يها نيميرفتن ت

 يجاد انتهاهايدر مخلوط واکنش الحاق برگردد که منجر به ا
blunt م رخ يهم توسط آنز ياستر يفسفود يوندهايجاد پيشده و ا

شده) باشند،  يحلقوپلاسميد (كه حاوي  ييها سلولدهد) 
فوق رشد كنند  کيوتيب يآنت يتوانند بر روي محيط کشت حاو مي

هايي كه فاقد پلاسميد هستند قادر به رشد در محيط  اما آن
 گر نشانک ينيستند، مضاف بر اينكه به علت وجود  دار کيوتيب يآنت

نوترال رد) در داخل محيط كشت مك (خنثي رنگي به نام قرمز 
حاوي پلاسميد نوتركيب به رنگ سفيد (يا  يها يباکتركانكي، 

 موردنظرن  حاوي پلاسميد حلقوي شده كه  يها يباکتر) و رنگ يب
. اين امر به اين دليل است كه شوند يمرا ندارند به رنگ قرمز ديده 

حاوي پلاسميد نوتركيب، به علت منقطع شدن ژن  يها يباکتردر 
Lac Z  ١٦( شود يم رفعاليغآنزيم.(  

وکتور  يحاو ينگ: باکتريوکتور کلون يحاو يها يباکترکشت 
 کيوتيب يآنت ٨٠ - ١٠٠ μg/mlمايع حاوي  LBنگ در يکلون
شد كشت داده  (Over night)به مدت يك شب  نيليس يآمپ

  دور). rpm١٥٠ دور گراد يسانتدرجه  ٣٧دماي(
 منظـور  بـه : شـده  دادهكشـت   يهـا  کلـون تخليص پلاسـميد از  
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٥٠٥  

از روش ليـز قليـايي    شده دادهكشت  يها کلونتخليص پلاسميد از 
 يبـاکتر  يحـاو  يهـا  کشـت پس از انجام سـانتريفوژ   .استفاده شد

 در مراحـل مختلـف   شد. به رسوب ب، محيط رويي برداشتهينوترک
SET  ،بافرLysis Buffer .کرو يم ٤٥٠و پتاسيم استات افزوده شد

به  ٢٥:٢٤:١محلول فنل ـ كلروفرم ـ ايزوآميل الكل به نسبت    تريل
محلول اضافه شد. سپس به. پس از سانتريفوژ فاز رويي بـه تيـوپ   

درصـد بـه    ٩٩الكل اتانـل   تريل يليمجديد منتقل شد. سپس يك 
درجـه   ٧٠دقيقـه در منهـاي    ٣٠اضافه شـد و بـه مـدت     ها وپيت

 ١٥( ها وپيتقرار داده شد. پس از اتمام زمان ذكرشده،  گراد يسانت
) سـانتريفوژ  rpm١٤٠٠٠بـا سـرعت    گـراد  يسـانت درجه  ٤ دقيقه،

درصد اضافه شـد. سـپس    ٧٠الكل  تريل يليمشدند. به رسوب يك 
 و سـرعت  گـراد  ينتسادرجه  ٤دقيقه در دماي  ١٠دوباره ( ها وپيت

rpmتـر يکـرو ل يم ٢٥سپس به رسـوب   .) سانتريفوژ شدند١٤٠٠٠ 
کرو يم ٥ها  RNAاضافه شد. همچنين براي از بين بردن  TEبافر 

  ).٧به آن اضافه شد ( RNase (10mg/ml) تريل
حضور  تائيد منظور به: موردنظرژن  ي، براPCRبا  ها کلون تائيد

 PCRواکنش  موردنظرژن  ي، برايب در باکتريوکتور نوترک
  شد. تيرؤژن ما  گراد يسانتدرجه  ۵۸ يدر دما گذاشته شد

 Taqم يآنز لهيوس بهن واکنش يب: ايوکتور نوترک يميهضم آنز
 موردنظرژن  حاوي Teasy vector در اين مرحله ناقل انجام شد.

 در نظركه براي كلونينگ  NcoIو  BamHIبه كمك دو آنزيم 
 ٤بودند، با مورد هضم قرار گرفت: واكنش فوق به مدت  شده گرفته

 ٥انكوبه شد و سپس مقدار  گراد يسانتدرجه  ٣٧ساعت در دماي 
درصد الكتروفورز شد تا نتيجه  ١از آن روي ژل آگاروز  تريکرو ليم

 جدا شودموردنظر از ناقل  قطعهاگر (هضم آنزيمي بررسي شود 
  .)است ياکترب در بيوجود وکتور نوترک دهنده نشان

ن مرحله محصول هضم يدر ا تخليص محصول هضم آنزيمي:
خته شد و بعد از ين رييذوب پا يدر ژل آگارز با دما يميآنز

 استخراجص يت تخليک ي لهيوس به شده مشاهده يباندهاالکتروفورز 
  شد.

وكتور  يساز آماده منظور به :وكتور بياني يساز آماده
+pET28a  يها نت آ، با توجه به دو يساز رهمسانهيزجهت 

و  ٥در انتهايَ  NcoIكه داراي جايگاه (موردنظر  قطعهچسبناك 
و  NcoI وكتور به كمك دو آنزيم )است ٣انتهايَ  BamHI گاهيجا

BamHI تا دو انتهاي چسبناك در وكتور نيز حاصل  هضم شد
 ۴تر از وکتور برش خورده، يکروليم ۵ زانين کار ميا يبراشود. 
 ۱۰، بافر BamHIم يتر آنزيماکرول ١،EcoRIم يتر از آنزيماکرول
پس از تر با هم مخلوط شدند. يماکرول ۳۲ يقيتر، آب تزريماکرول
درجه  ٣٧ساعت در دماي  ٥واكنش فوق به مدت  يساز آماده
  انكوبه شد. گراد يسانت

ترسيب نمكي پلاسميد برش خورده: ابتدا حجم واكنش هضم 
رسانده شد و سپس  تريکرو ليم ٢٠٠فوق با آب مقطر به دوگانه

مولار اضافه شد و در ادامه  ٣، NaAc حجم كل به آن نمك ١/٠
حجم به آن  دو برابردرصد يا ايزوپروپانول به مقدار  ٩٧الكل اتانول 

داده  ) قرارگراد يسانتدرجه  ٢٠ يساعت، دماي منها ١٢(اضافه 
در  rpm١٤٠٠٠دقيقه در  ١٥شد. پس از اتمام زمان فوق، به مدت 

 ٧٠نمونه سانتريفوژ شد. رسوب با الكل  گراد يسانتدرجه  ٤ يدما
 و rpm١٤٠٠٠دقيقه،  ١٠شستشو گرديد و دوباره مدت به  درصد
محلول رويي دور ريخته  سانتريفوژ شد. گراد يسانتدرجه  ٤دماي 

ه شد تا رسوب در دماي آزمايشگاه خشك شد. در ادامه اجازه داد
  اضافه گرديد. TEشود و به آن بافر 

الحاق قطعه هدف با وكتور برش خورده: واكنش الحاق بعد از 
شده  يتعيين غلظت وكتور و قطعه الحاقي، انجام گرفت. وکتور خط

 10 تر،يماکرو ل ۲زان يبه م DNAتر، قطعهيماکرول ٥زان يبه م

XBuffer رتيماکرول ٣زان يم به، T4 DNA Ligase ۳زان يبه م 
مخلوط فوق  تر،يماکرول ۱۶زان يبه م يقيتر، آب مقطر تزريماکرول

قرار داده  گراد يسانتدرجه  ١٢ -١٤ساعت در دماي  17به مدت 
تا تشكيل پيوندهاي هيدروژني بين  کند يمشد. اين دما كمك 

و با پايداري بيشتري انجام شود تا آنزيم  تر آسانانتهاهاي چسبناك 
ليگاز زمان كافي براي تشكيل پيوند فسفودي استري را داشته 

  باشد.
تهيه  منظور به: (Competent Cells)مستعد  يها سلولتهيه 

ح ياز روش توض E. coli BL21مستعد، از سوش يها سلول
 استفاده شد. DH5α E.coli يها سلولدر مورد  شده داده

به  (Transformation) مستعد يها سلولتراريخت نمودن 
ح ين مرحله از روش توضيدر ا :E. coliميزبان  يها سلولداخل 

 DH5α E. coli يها خت نمودن مورد سوشيدر ترار شده داده
 شد. استفاده

نوتركيب: ابتدا  DNAحاوي  يها کلونبررسي و آناليز 
آگاردار حاوي  Mackancy كه بر روي محيط ييها کلون
 مايع حاوي LBن رشد كرده بودند، با انتقال به يسيکاناما
کر انکوباتور، با ي، کشت داده شدند و در شμg/ml ۸۰ ن،يسيکاناما

 يها طيمحشدند. از  يساعت گرما گذار ١٥، گراد يسانتدرجه  ٣٧
؛ كشت فوق عمل تخليص پلاسميد با روش ليز قليايي انجام گرفت

 ديمؤانجام شد که  PCRمحصولات فوق واکنش  يسپس برا و
  خت شده بود.يترار يدر باکتر موردنظروجود ژن 

هاي انتخاب و  كلونابتدا تعدادي از  :موردنظرن ژن يان پروتئيب
 ٥هـاي حـاوي    در لولـه  تـر يکـرو ل يم ١٠-٢٠به مقـدار   هرکداماز 

سـاعت،   ١٥، μg/ml ۸۰كاناميسـين   مايع با غلظت LBليتر  ميلي
 شـدند.  يگرما گذار ١٥٠ -١٧٠ rpmگراد و دور  درجه سانتي ٣٧
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٥٠٦  

جداگانه در دو لوله (يكي  طور بهتازه   از كشت تريکرو ليم ۵۰مقدار 
مايع و  LBكشت   ليتر محيط ميلي ۵شاهد و ديگري تست) حاوي 

μg/ml ۴۰ يگرمـا گـذار  ها با شرايط فوق  و لوله كاناميسين تلقيح 
 موج طولدر  ۸/۰ها به  پس از رسيدن مقدار جذب نوري لولهشدند. 

هاي تست در شرايط استريل (كنـار   از لوله هرکدامنانومتر، به  ۶۰۰
 بـا  )IPTG(گـالاكتو پيرانوزيـد   -D-۱ -بتا-شعله)، ماده ايزوپروپيل

 IPTGهاي شـاهد هـيچ    مولار اضافه و به لوله ميلي ۱غلظت نهايي 
 در ،سـاعت  ۶اي شاهد و تسـتبه مـدت   ه اضافه نگرديد. سپس لوله

گرماگــذاري  ١٥٠-rpm١٧٠دور  و گــراد يسـانت درجــه  ٣٧ يدمـا 
هاي تست و  شدند. پس از اتمام زمان فوق، محيط كشت داخل لوله

دقيقه و دور  ۱۰مدت و بههاي جداگانه منتقل   ب شاهد به ميكروتيو
rpm ۵۰۰۰ آوري و  هاي باكتريايي جمـع  تا سلول سانتريفوژ شدند

هـاي باكتريـايي    سـلول  بيان بررسي گردنـد.  ازلحاظدر مرحله بعد 
 دودسـته (اعم از تست و شـاهد) بـه    در مرحله فوق شده يآور جمع

خـام،   درروشتقسيم و به دو روش خـام و دنـاتوره تيمـار شـدند.     
مدت  مخلوط به x۵/۲ داراي غلظت ها با سمپل بافر بخشي از سلول

شـدند.   يگرمـا گـذار   گـراد  درجـه سـانتي   ۱۰۰يدقيقه، با دمـا  ۵
کرو يم ۵۰۰جداگانه با  طور بهها  تركيبي، بخش ديگر سلول درروش

 ۷۰مخلوط و از طريق سونيكاسيون با قدرت  Bبافر ليز كننده  تريل
ثانيـه   ۱۵شامل  هرکدامزماني ( چهارچرخهپالس در  ۵/۰درصد و 

ثانيه استراحت درون يخ) شكسته شدند. سپس  ۴۵سونيكاسيون و 
سانتريفوژ شـده و   rpm ۱۴۰۰۰دور  دقيقه، با ۲۰ها به مدت نمونه

) به پـنج (نمونـه) بـا    sample bufferمحلول رويي با نسبت يك (
دقيقه در دمـاي   ۵مخلوط و به مدت  x۵سمپل بافر داراي غلظت 

همچنين در برخـي مراحـل،    اد جوشانده شد.گر درجه سانتي ۱۰۰
ها فقط به روش طبيعي تيمار شدند. ايـن روش ماننـد روش    سلول

 يـز لتركيبي است ولي با اين تفـاوت كـه در روش طبيعـي از بـافر     
ها در دماي  استفاده و نمونه Bبافر ليز كننده  يجا بهطبيعي  کننده

هاي تيمار شده  هنمون يتدرنها سانتريفوژ شدند گراد درجه سانتي ۴
 ازلحـاظ ژل الكتروفـورز   SDS-PAGEهاي فـوق، توسـط    به روش

 هاي نوتركيب بررسي شدند. بيان پروتئين
  
  ها يافته

ــاکتر يه اتصــاليــر ژن ناحيــتکث ــوم ب ــه ياز ژن ــا اســتفاده ب : ب
ر شـد  ي ـتکث ياز ژنـوم بـاکتر   موردنظرشده ژن  يطراح يپرايمرها

  ).۱ر شماره ي(تصو

  
 PCRتوسط  يه اتصاليژن ناح ريتکث ):۱ر (يتصو
: ژن سازي همسانهبه وکتور  يه اتصاليناح يرشدهتکثالحاق ژن 

شـده بـه درون وکتـور     يطراح يمرهايبا توجه به پرا يه اتصاليناح
PGEM يبــاکتر ســازي همســانهوکتــور  يزبــان بــرايوارد شــد، م 
DH5α E. coli يهـا  واکـنش ، بود PCR  وکتـور   يم ـيو بـرش آنز
  ).۲ر يکرد (تصو تائيدند را يصحت فرا سازي همسانه

 
با  يه اتصاليژن ناح يساز هيميهمسان آنز تائيد ):۲ر (يتصو

  يميش آنزبر
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٥٠٧  

به آن:  موردنظرو وارد کردن ژن  +pET28a يانيبرش وکتور ب
در  يه اتصاليژن ناح ،شده گرفتهدر نظر  يبرش يها گاهيجا لهيوس به

 مـوردنظر  يهـا  محلاز  يانين وکتور بي، همچنسازي همسانهوکتور 
زبـان  يوارد شـد، م  يانيدر وکتور ب يه اتصاليو ژن ناح برش خورده

بـود،   E. coli BL21سـوش  ين مرحلـه بـاکتر  ي ـدر ا يانيوکتور ب
نـد را  يرشد کرده صحت فرا يها يکلون يگر غربالو  PCRواکنش 

  ).۳ر يتصو(کرد  تائيد

  

  
  يانياز وکتور ب PCRج ينتا ):۳ر (يويتص

  
  ).۴ر يتصو(شد  تيرؤ SDS – PAGEژل  يرو IPTGبعد از القا توسط  يه اتصالين ناحيپروتئ بيان :موردنظرن يان پروتئيب

  
  شدهان ين بيپروتئ ):۴ر (يتصو
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  يريگ جهيو نت بحث
مقابله با  يواکسن برا يداين کانديدر حال حاضر بهتر 

 ژهيو بهنوم يبوتول يها نوروتوکسيناز  يناش يها تيمسموم
BONT/B باشد يمن ينوروتوکس دهنده اتصاله ياستفاده از ناح .

متشكل از ناحيه هاي نوتركيب  اولين تحقيقات بر روي واكسن
در  دهنده سم بوتولينوم مربوط به پژوهش مايكل كلايتون اتصال
تحقيقات ميرلطيف موسوي، تولايي، وود  دراما ؛ است ۱۹۹۵سال 

دهنده سم  وارد، آريميتسو، شارما و يو ژو، ژن ناحيه اتصال
هاي كلستريديايي طبيعي اين ناحيه  تكثير ژن واسطه بهبوتولينوم 

هاي  و در ساير تحقيقات مذكور از ژن آمده دست به PCR توسط
دهنده سم بوتولينوم استفاده شده  سنتتيك مربوط به ناحيه اتصال

هاي كلستريديومي غني از  ژن  توالي که نيابه دليل  .)۱۲-۱۴است (
ها در باكتري اشريشيا  بازهاي آدنين و تيمين است، بيان اين ژن

هاي مختلفي براي حل اين  وشباشد. پژوهشگران ر كولي پايين مي
هاي  حذف كدون ها، شرو  نيا ازاند. يكي  مسئله اتخاذ نموده

در باكتري  هاي رايج ها متناسب با كدون كمياب و تنظيم كدون
 ،اوف اشريشيا كولي است. در يك تحقيق انجام شده توسط مك

ترادف انتهاي كربوكسيل زنجيره سنگين سم كلستريديوم تتاني 
هاي كمياب سنتز و پس از بيان اين ژن در  حذف كدون باهدف

درصد به  ۳از  آمده دست بهميزان پروتئين  باكتري اشريشياكولي،
ن ي). در ا۱۵است (درصد حجم كل پروتئين سلول رسيده  ۱۴-۱۱
ن استفاده شد. يان پروتئيب يبرا يباکتر يق از ژن اصليتحق
؛ ه سهولت انجام گرفتب يانينگ وبيالحاق به وکتور کلون يندهايفرا

شنهاد يپ رو نيازازبان بالا نبود، يم ين در باکتريان پروتئياما ب
ر يد مقادياز به توليکه ن يديتوکسوئ يها واکسند يتول يبرا شود يم
 يها ژن يجا بهک يسنتت يها ژناز  باشد يمن ياز پروتئ ياديز

 استفاده شود. ياصل
  

 يو قدردانتشکر 
 يدانشکده علوم و مهندس يشناس ستيزن پژوهش گروه يدر ا 

 يجـا  خصوص بهبوده  ياساس ينقش يدارا )ع(ن يدانشگاه امام حس
 يو جناب عباس حـاج  يميروز ابراهيدارد از زحمات جناب دکتر ف

ن طـرح  ي ـت محبـت را مبـذول ا  ي ـنها يعلم ـ ييزاده که در راهنما
  م.يکردند تشکر کن
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Abstract 
Backgrounds & Aims: Botulism is caused by botulinum toxin. The best way to avoid the neurotoxin 
syndrome caused by BONT/B is to use recombinant vaccine made of BONT/B binding domain 
because binding domain has sufficient epitops to stimulate immune response. 
Materials & Methods: Initially BONT/B binding domain gene sequence were obtained from 
GenBank. Then the primers were designed. PCR reaction was performed. Then gene was ligated to 
pGEM-Teasy vactor. After verifying the transformation E.coli DH5α, subcloning was done. Pet28(a)+ 
vector was introduced to SDS-PAGE and Western blot confirmed production of the protein. 
Results: The results obtained from PCR sequencing via IPTG induction and expression analysis by 
SDS-PAGE and its confirmation by Western blot indicated the cloning and expression process 
accuracy. 
Conclusion: Finally, this method may be suitable for production of recombinant vaccines without any 
side effects. Cloning and expression of this vaccine candidate were conducted successfully and its 
immunization potential should be investigated. 
Keywords: Clostridium botulinum, BONT/B, Cloning, Expression, Vaccine 
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