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 ده يچك
اس .    کيژنيانتروتوکس   يکل   ايش  ياشر ياسهال، باکتر يماريعامل ب نيتر عيشا ،ييايعوامل باکتر انيدر م سابقه و هدف:

عام ل   يتتان وميديتتانوس کلستر نياس.  توکس زبانيشش ماهه در م .يمصون جاديآن قادر به ا نيتوکس LTB رواحديز قيتزر
س ال در   01ت ا   .يمص ون  نينمود  ا يريکزاز جلوگ يمارياز ب توان يکزاز م ديواکسن توکسوئ لهيوس همهلک کزاز اس.  ب يماريب

 وميدي  کلس تر شود يمحسوب م نيتوکس نيا ييزا يمنيدر ا ي( بخش اصلTHcکزاز ) نيتوکس ياتصال هي  ناحابدي يانسان ادامه م
  هدف کند يم جاديا يماريب هيساله عل 2 .يمصون زين نوميبوتول ديواکسن توکسوئ قياس.  تزر سميبوتول يماريعامل ب نوميبوتول
  باشد يم وانيدر ح THcو  LTB, BONT/Aييزا يمنيا يو بررس ديمطالعه، تول نياز ا

 بيسه ژن نوترک يطور جداگانه حاو هکه ب pET28aشده با وکتور  خ.يترار E.Coli Bl21 DE3 ياز سه باکترها:  مواد و روش
ltb, bont/a-Hc  وthc و  صيمورد نظر استخراج، تخل   نيفوق استفاده شد  هر سه پروتئ بينوترک يها نيپروتئ انيبودند، جه. ب

 تريصورت گرف.  ت نيسه پروتئ نيا لهيوس هب يشگاهيآزما يها شمو ييا  ز يمنيسپس ا  دنديگرد يبررس SDS-PAGEژل  يبر رو
 ق رار  س ه يو مقا يابيدو طرفه آنووا مورد ارز يو آزمون آمار زايبا استفاده از تس. الا بينوترک يها نيحاصل از پروتئ يباد يآنت

  گرف.
 يه ا  و تس .  ييزا يمنيج اين را نشان داد  نتايهر سه پروتئص مناسب يان و تخليب SDS-PAGEژل  يابيج ارزينتا: ها افتهي
ب ي  نوترک يه ا  نيبالاتر از پروتئ THcب ين نوترکيه پروتئيعل يباد يتر آنتيمن شده نشان داد که تين سه گروه ايسرم ا يزايالا

LTB  وBONT/A يباد يتر آنتين تيب يدار ين تفاوت معنيچن اس.  هم LTB  وBONT/A (1110/1P value< )ديمشاهده گرد  
ها ارتباط  ن گروهيخاطره حاصله در ا يها ن سه گروه ممکن اس. به طول عمر سلوليا يباد يتر آنتياختلاف در ت: يريگ جهينت

  دارد يتر شياز به مطالعات بيج نيچند که نتا داشته باشد  هر
  

  THcو  LTB, BONT/A ،يباد يآنت ونيتراسيت ،ييزا يمنياهاي کليدي: ‌واژه
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جه ان   يه ا  تي  از جمع ياريدستگاه گوارش بوده که در بس  

از افراد را  ياديو تعداد ز دينما جاديا ياسهال مسافرت تواند يم

س ال   در اف راد ب زر    يم ار يب ني  ا يکل   طور . بهديمبتلا نما

ز يص  ورت د  ود مح  دود ش  ونده ب  وده و تالب  ا  ب  ا تج  و ب  ه
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 اي  ت ذا   لهيوس به ETEC [.4،1]. شود يبرطرف م کيوتيب يآنت

. عامل شود يمنتقل م وانيح ايشده با مدفوع انسان و  آب آلوده

 نيانتروتوکس   دي  ، تولETEC( ي ي زا )ح دت  رولانسيو ياصل

 مقاوم به ح رارت  نيانتروتوکس ايو   (LT)حساس به حرارت

(ST) يب ا بل ع ب اکتر    يم ار يب ني  هست. ا ETEC س ترش گ 

به روده  يکه باکتر شود يم يگذار هيپا يزمان يو آلودگ ابدي يم

 يفاکتوره  ا قي  از طر ي[. ب اکتر 2،3] باش  د دهيکوچ ک رس   

روده کوچ ک   ومي  تل يدود به اپ   يسطح (CFs) ونيزاسيکلون

 ج اد يا س لول  ني  در س ط  ا  ونيزاس  يو کلون ش ود  يمتصل م

ب ه    ياکترب   نيا يديتول يها نيانتروتوکس ني. سپس اشود يم

اث ر   هي  آن ناح وميتل ياپ يها سلول يو رودارج سلول ترش  

ب ا وزن   گ ومر يال نيپ روتئ  کي  ، LT ني[. توکس  3] گذارد يم

 کي يحاو نيتوکس نيهست. ا لودالتونيک 86 با يتقر يمولکول

ب ا وزن   کساني (LTB) يواحد اتصال رياز پنج ز يحلقه پنتامر

ب ا   (LTA) واح د فع ال   ريز کيدالتون و  لويک 5/11 يمولکول

 ش ده ک ه    [. گزارش3] باشند يم لودالتونيک 28 يوزن مولکول

LT تي  فعال از يک رد ناش    عم ل  نيدارد و ا يکرد ادجوان عمل 

جداش ده از آن   B واح د  رينبوده بلکه به ز A واحد ريز يميآنز

 يه ا  سلول يرا رو يوابسته هست و ممکن است اثرات مختلف

نش ان   يقبل   ق ات يتحق [.6،5،4] دي  اعم ال نما  يمنيا ستميس

ن وع   ني  ا يه ا  حاص ل از واکس ن   يمن  يکه داطره ا دهد يم

 [.4] مدت هست کوتاه نيتوکس

کزاز  نيشامل نوروتوکس وميديکلستر نينوروتوکس دانواده

 يم ار يهستند که سبب ب نوميبوتول زيمتما نيو هفت نوروتوکس

 يمختل   ب اکتر   يه ا  هي[. س و 7] گردن د  يم سميکزاز و بوتول

 دي  تول نيهفت نوع مختل  نوروتوکس   نوم،يبوتول وميديکلستر

نوع سم از  تهف ني. اشوند يم يگذار نام Gتا  Aکه از  کنند يم

س بک و   رهيزنج کي يو دارا گرنديد کي هيشب ينظر سادتمان

دالتون وزن دارن د   لويک 150بوده و حدود  نيسنگ رهيزنج کي

 نيت ر  ي، ق و A (BoNT/A) پيتا نوميبوتول ني[. نوروتوکس8]

 ييايباکتر ،يجانور ،ياهيگ يها نيتمام توکس انيدر م نيتوکس

ت ک   کي  ص ورت   به BoNT/Aاست.  ييايميش يها بيو ترک

و در ص ورت   ش ود  يم ديتول نيپائ تيبا فعال ينيپروتئ رهيزنج

( و لودالت ون يک 50س بک )  رهي  به دو زنج ،يکيتيبرش پروتئول

 م ه ي. نش ود  يم لي( فعال تبديلودالتونيک 100) نيسنگ رهيزنج

 ش ود،  يم   دهينام Cکه قطعه  نيسنگ رهيزنج يليکربوکس يانتها

ک رده و ب ه آن    ييرا شناسا يورونن يها سلول يسطح رندهيپذ

 يواقع در انتها يلودالتونيک 50 نيپروتئ ني[. ا7] ابدي ياتصال م

ک ه   ن وم يبوتول وميديکلستر نيتوکس نيسنگ رهيزنج يليکربوکس

 تي  را به عه ده دارد از قابل  يعصب يها اتصال به سلول فهيوظ

 ني  [. ا3برد وردار هس ت ]   يمن  يا ستميس کيدر تحر ييبالا

از  يريو با جلوگ کنند يعمل م گريد کيمشابه  ها نيکسنوروتو

 ،يعص ب  يها سلول يناپسيس ياز انتها نيکول لياست يآزادساز

 وميديکلس تر  ي[. باکتر9] شوند يم رونده شيموجب فلج شل پ

. آورد يکزاز را به وجود م   يماريب ن،يتتانوتوکس ديبا تول يتتان

 يعص ب  س تم يس رطور بالقوه کشنده است و ب که به يماريب نيا

 يا چ ه يماه يراراديدرد و انقباضات ت جاديبا ا گذارد، يم ريتأث

 رهي  زنج کي  کزاز متش کل از   ني[. توکس10] دينما يتظاهر م

 ون د يپ کي   لهيوس   سبک هست ک ه ب ه   رهيزنج کيو  نيسنگ

س بک، قس مت    رهي  . زنجان د  افت ه يبه هم اتصال  يديسولف يد

 هي  ناح ک ه  يح ال  در آورد، يرا به وجود م نيتوکس يکيتيکاتال

ها را  نورون يدهايوزياتصال به گانگل نيسنگ رهيزنج C يانتها

 ن وم يبوتول نيکزاز و توکس ني[. توکس13،12،11] دهد يانجام م

نسبتا   يهمولوژ رند،يگ يدانواده قرار م کيکه در  ليدل نيبه ا

% 36دو ح دود   ني  ا يدارن د. همول وژ   گ ر يد کي  با  ياديز

واح د   ري  ز نيب   يهمولوژ که يحال [ در14شده است ] محاسبه

HC نش ان داده   ي% هس ت. مطالع ات قبل    33 ها، نيتوکس نيا

 و ب ا  ن،يدو پ روتئ  ني  افراد ب ا ا  ييزا يمنيا جهينت است که در

 دياز توکسوئ يناش يمنيداطره ا ،ياز همولوژ زانيم نيوجود ا

 يا داطره نوميبوتول ديکه توکسوئ يساله بوده در حال 10 يتتان

 رديگ يقرار م ييها ژن يآنت  يو در رد کند يم جاديا رادو ساله 

ف رد الق ا    يمن  يا س تم يرا در س يچندان طولان نه يتيکه مصون

 ژن يک ه در براب ر ه ر آنت      يباد يآنت تريت زاني[. م30] کنند يم

آگ اه   جادش ده يو نسبت پاسخ ا زانيما را از م گردد، يترش  م

 ج اد يگام در ا نيکه اول نيبا توجه به ا ن،يا. پس بنابرسازد يم

 ج اد يو ا يمن  يا س تم يس يک اف  کيمدت، تحر يداطره طولان
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 يب اد  يآنت   ت ر يت زاني  قابل توج ه اس ت، احتم الا  م    يپاسخ

ما را از طول عمر د اطره   تواند يم ژن يآنتهر  هيعل دشدهيتول

 ژن يس ه آنت    نيدبر کند. بن ابرا با زبانيکننده در آن م محافظت

م دت،   کوت اه  م دت و  اني  بلند م دت، م  يمنيفوق با داطره ا

 يب اد  يآنت   يترهايکه احتمالا  ت رسد يانتخاب شده و به نظر م

مطالعه  نيهدف از ا ليدل نياز دود نشان دهند. به هم يمتفاوت

 نيس ه پ روتئ   ي ي زا يمن  يا يو بررس   صياستخراج، تخل ان،يب

 يب اد  يآنت   ت ر يت سهي,  و مقاLTB THc, BoNT/A بينوترک

ترش   ش ده در    يب اد  يآنت تريت يابيها، ارز آن هيشده عل ديتول

ه ا ب ا    آن س ه يو س پس مقا  ه ا  ژن يآنت   ني  از ا کيبرابر هر 

مطالع ه از   ني  هس ت. در ا  يش گاه يآزما وانيدر ح گريد کي

( LTBمق  اوم ب  ه ح  رارت ) نيتوکس   ياتص  ال يه  ا نيدوم  

 نيس  نگ رهي  از زنج يبخش   ک،ينيژيانتروتوکس   ياکلياشرش  

 ن وم يبوتول نيس نگ  رهي  از زنج ي( و بخش  HCک زاز )  نيتوکس

(BONT/A-Hc  جهت بررس )اس تفاده   ي ي زا يمن  يا زاني  م ي

 .ديگرد

 

 ها‌مواد و روش
 س  ه ژن اني  ب ي: ب  رابي  نوترک يه  ا نيپ  روتئ اني  ب

 bont/a – Hc, thc, و ltb زب ان ياز سه م E. Coli Bl21 DE3 

ص ورت جداگان ه    ههرکدام ب pET28a شده با وکتور ختيترار

در مرک ز   يسه ژن و حاصل مطالعات قبل   نياز ا يکي يحاو

)ع( ب ود اس تفاده    نيدانشگاه امام حس   يستيعلوم ز قاتيتحق

 ژل لهيوس   هرسه ژن ب ه  هياول انيمحصولات ب يررس. بديگرد

SDS-PAGE، 12% يها نيپروتئ انيب يساز نهي. بهديانجام گرد 

)دم ا، زم ان و تلظ ت م اده القاکنن ده(       ريدر سه متغ بينوترک

 .رفتيصورت پذ

 100در حج م   LTB و THc بي  نوترک نيدو پروتئ ديتول

کان ا  ) OD=5/0 -7/0ش ده در   ن ه يبه طيو با ش را  تريل يليم

در،  mM1  ب ا تلظ ت    μg /ml  20،IPTGبا تلظ ت  نيسيما

 و س رعت  اني  ساعت ب 6و زمان  گراد يدرجه سانت 37 يدما

rpm 150 )بي  نوترک نيپروتئ ديانجام شد. تولBoNT/A-Hc  

-7/0شده در  نهيبه طي( و در شراتريل يليم 100در حجم ) زين

5/0=OD (با تلظت  نيسيکاناماμg/ml 20،IPTG   با تلظت

mM 1و  انيساعت ب 20و زمان  گراد يدرجه سانت 27 ي، دما

 بي  نوترک ني. ه ر س ه پ روتئ   ديانجام گرد( rpm150 سرعت 

 .قرار گرفتند دييو تأ يمورد بررس نگيحاصل با وسترن بلات

 ب ا س تون   بي  نوترک يه ا  نيپ روتئ  صيتخل   و اس تخراج 

Ni-NTA :ياني  ب بي  نوترک نيبا توجه به وجود هر دو پروتئ 

THc و BoNT/A-Hc ه ا  نيپروتئ نيا صيدر فاز محلول، تخل 

. جه ت  دي  انج ام گرد  دازولي  ميا يتلظت   بيستفاده از ش  ابا 

ب ود و   يکه در شکل انکلوژن باد LTB نيپروتئ يساز محلول

مولار و  8واجد اوره  يوجود داشت از بافرها امحلولدر فاز ن

سه  نيا صيتخل ندياستفاده شد. فرا صيجهت تخل pH بيبا ش

 Ni-NTA يب  يترک ليم يبه کمک ستون کروماتوگراف نيپروتئ

 ژل لهيوس   س  تون ب  ه  يه  ا يص  ورت گرف  ت. دروج    

 SDS-PAGE ،12% قرار گرفتن د. تلظ ت ه ر     يابيمورد ارز

 يري  گ با روش برادف ورد ان دازه   بينوترک يها نياز پروتئ کي

 . ديگرد

 يه ا  ي: جه ت بررس   يش ااه يآزما وان ا  يح يساز منيا

 ييت ا  10گ روه   کي   ه ا  ژن ياز آنت کيهر  يبرا ،ييزا يمنيا

ژن با  ياول آنت قيها تزر موش در نظر گرفته شد. در تمام گروه

ژن ب ا   يآنت   يبع د  يه ا  قي  ادجوانت کام ل فرون د و در تزر  

مرحل ه   ها در ناقص فروند استفاده شد. در تمام گروه تادجوان

 سوم قي، در تزرµg 20 دوم قي، در تزرµg 25 قينخست تزر

µg 15چهارم قي، در تزر µg 10    ص ورت   ب ه  ژن ياز ه ر آنت

روز و  21اول و دوم  قي  . فاص له تزر ديگرد قيتزر يرجلديز

. شدروز در نظر گرفته  14نسبت به هم  يبعد قاتيفاصله تزر

 يپوست ريصورت ز در تمام مراحل در هر گروه به قيروش تزر

، THc ژن ينت  گ روه اول ب ا آ   يها موش ييزا يمنيانجام شد. ا

 ژن ي، گروه س وم ب ا آنت    BONT/A-Hc ژن يگروه دوم با آنت

LTB رفتيصورت پذ. 

حاص ل و   جينتا دييو تأ ي: جهت بررسچهارم شاهد گروه

ب ه   ييت ا  5گ روه   کياز پاسخ کاذب، به  يريجلوگ نيچن هم

 .ديگرد قيتزر لياستر PBS عنوان شاهد فقط بافر
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دو  يدر چهار نوبت و ط يريگ : دونيباد يآنت تريت يبررس

م اه   کي   نيچن   هفته پس از مراحل دوم، سوم و چهارم و هم

 يه ا  از گوشه چش م گ روه   ،يساز منيمرحله ا نيپس از آدر

دون  يها ( انجام شد. نمونهمنيا ريو ت مني)ا يچهارگانه موش

س اعت   کي  منتق ل و پ س از    لياس تر  وپيکروتيبه دادل م

 يشب در دما کي گراد، يدرجه سانت 37 يدر دما يماگذارگر

سرم، ابتدا  يجداساز يشدند. برا يدار نگه گراد يدرجه سانت 4

 4 يدر دم ا  ق ه يدق 10لخته دون دارج شده، سرم به م دت  

 عيش د و م ا   وژيفيس انتر  rpm 1000با دور  گراد يدرجه سانت

 يرنگ به دست آمده جهت استفاده در مراحل بع د  شفاف زرد

 يب اد  يآنت   يف  يو ک يسنجش کم  . در مرحله بعد ديجدا گرد

مورد  زاينمونه سرم فوق به روش الا 16کلونال موجود در  يپل

 .قرار گرفت يابيو ارز يبررس

 

 نتايج
 اني  ، بSDS-PAGEژل  جينتا .بينوترک يها نيپروتئ انيب

 LTBو  THc, BONT/A-Hc بي  نوترک يه ا  نيمناسب پروتئ

 .داد يدر دو فاز محلول و نامحلول نشان م بيرا به ترت

ژل  جينت ا  بي  نوترک نيپروتئ تيموقع نييو تع ltbژن  انيب

SDS-PAGEبينوترک نيمناسب پروتئ اني، ب LTB   را پ س از

ها در  نمودن سلول تيکي. پس از سوندهد ينشان م IPTGالقاء 

از رس وبات   ي ي محل ول رو  وژ،يفيو انج ام س انتر   PBSب افر  

  SDS-PAGEژل  يه ا ب ر رو   آن يش ده و همگ    يس از  جدا

در ف از   LTB بي  نوترک نيشدند و ب ه وج ود پ روتئ    يسبرر

 (.1 شکلبرده شد ) ينامحلول پ
 

: بي  نوترک نيپ روتئ  گ اه يجا نييو تع bont/a-Hcژن  انيب

 بي  نوترک نيمناس  ب پ  روتئ اني  ، بSDS-PAGEژل  جينت  ا

BoNT/A  را پس از القاءIPTG تيکيس ون . ب ا  دهد ينشان م 

 ييمحلول رو وژ،يفيو انجام سانتر PBSها در بافر  نمودن سلول

 ژل يش  ده و محص  ولات ب  ر رو  يس  از از رس  وب ج  دا 

 SDS-PAGE بينوترک نيحضور پروتئ جي. نتاديگرد يابيزار 

BoNT/A ( 2 شکلرا در فاز محلول نشان داد.) 

( نمونه کنترل LTB  .1 ینپروتئ تیحلال نییو تع ltbژن  انیب.  1شكل 

نمونه تست جهت بیان  )IPTG   2وسیله  بدون القا به) ltbجهت بیان ژن 

( رسوب پس PR9116544   ( نشانگر پروتئینیIPTG3   ء با القا ltbژن 

 سانتریفیوژ پس از(محلول رویی 5از سانتریفیوژ  

( نمونه شاهد 1. جایگاه پروتئین نوترکیب و bont/aبیان ژن  . 2 شكل

 نشانگر پروتئینی  )IPTG 3 نمونه تست با القاء )IPTG2    القاءبدون 

PR9116544( ( حل  یسلول عصارهنمودن  یفیوژپس ازسانترمحلول رویی

عصاره سلولی  ( رسوب حاصل )پس ازسانتریفیوژ نمودنPBS  )5 باشده 

 (PBSحل شده با 

 

ج ژل ينت ا  :بين نوترکيااه پروتئين جاييو تع  thcان ژنيب

SDS-PAGEب ين نوترکيان مناسب پروتئي، بTHc   را پ س از

ها در بافر  ت نمودن سلوليکيبا سون .دهد ينشان م IPTG القاء

PBS يساز از رسوب جدا ييوژ و محلول رويفيو انجام سانتر 

د و ي  گرد يبررس SDS-PAGEژل  يشده و محصولات بر رو

را در ف از محل ول را نش ان      Thcبي  ن نوترکيحضور پ روتئ 

 (.3 شکلدهد ) يم
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   ژن انیب )الف. THc نیپروتئ تیموقع نییو تع thcژن  انی: ب3 شكل

thc1( ینینشانگر پروتئ PR911654 2 ( نمونه تست با القاء  IPTG3) 

رسوب  (Thc1  نیپروتئ تیموقع نییتع (ب IPTGنمونه شاهد بدون القاء 

محلول  (2 (PBSحل شده با  ینمودن عصاره سلول وژیفی)پس از سانتر

عصاره  (3 (PBSحل شده با  ینمودن عصاره سلول وژیفی)پس از سانتر

  ینینشانگر پروتئ(PBS 4شده با  تیكیسون یسلول

 

 نيهر س ه پ روتئ   صيتخل :بينوترک يها نيپروتئ صيتخل

 Ni-NTA    يليتم ا   يس تون کروم اتوگراف   لهيوس   ب ه  بينوترک

 SDS-PAGEژل  يآن ب ر رو  يه ا  يگرفت و دروج  صورت

مس ئله   ني  شده ا صيتخل يها قرار گرفت. نمونه يابيمورد ارز

 .(4)شکل  را به وضوح نشان داد

 
شده با ستون  صیتخل بینوترک های یناز پروتئ SDS-PAGEژل  .4 شكل

 یبیترک لیم یکروماتوگراف

: وان ا  يح ي ي زا يمن  يا.  ر س رم  يب ا   يآنت   تريت يبررس

 نيمجزا با هر سه نمون ه پ روتئ  صورت  هب واناتيح ييزا يمنيا

LTB, THc  وBONT/Hc يري  گ د  ون د،ي  انج  ام گرد، 

هر نمونه سرم در  يبرا زايالا شيسرم و سپس آزما يجداساز

 ييزا يمنيدو هفته بعد از مراحل دوم، سوم و چهارم ا يها زمان

انجام شد  ييزا يمنيا لهمرح نيماه پس از آدر کي نيچن و هم

ده د.   يدس ت آم ده را نش ان م      هب   جينت ا  8تا  5 هاي شکل

 12800/1تا  100/1ها از  سرم شود، يطور که مشاهده م همان

 يه ا  تس ت  يب اد  يآنت   تريحاصل از ت جيشده است. نتا قيرق

گرفت و  قرار يابيآنووا دوطرفه مورد ارز زيبا روش آنال زايالا

ب  ه دص  و  در  يب  اد يآنت   يتره  ايدار در ت ياد تلاف معن   

 ب     ود ري     گ چش     م اريس     ب نيپ     ائ يتره     ايت

 (0001/0 Pvalue<.) 

 افت ه ي شيافزا يباد يآنت تريت يساز منيدفعات ا شيبا افزا

ط رف و   کي  از  THCش ده ب ا    م ن يگروه ا نيکه ب يطور به

 يدار يتفاوت معن گرياز طرف د BONT/Aو  LTB يها گروه

و  LTB يه ا  گروه نيب زيتر ن نيپائ يها وجود دارد. در تلظت

BONT/A وجود دارد يدار يتفاوت معن.  

 ی بعد از دومین تزریقباد یآنت تریت نیانگیم .5شكل 

 قیتزر نیومسبعد از  یباد یآنت تریت نیانگیم . 6شكل

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

7-
13

 ]
 

                               5 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-2688-fa.html


 و همکاران فرد حکمت نيکويي...                                                    زايي سه پروتئين بيان، استخراج، تخليص و بررسي ايمني

652 

 

 قیتزر نیمچهاربعد از  یباد یآنت تریت نیانگیم .7شكل 

با سه  ییزا یمنیماه بعد از ا کی یباد یآنت ونیتراسیت نیانگیم. 8شكل 

 BONT/Aو  LTB,THcژن  یآنت

 

 گيري‌بحث و نتيجه
 اريبس ريتأث ييزا يمنيا يرهايدر روند و مس ژن يآنت تيماه

که همان  ينيپروتئ يها ژن يآنت که يطور ه[، ب15]دارد  يا ارزنده

واکنش مراکز  يدر ط باشند يم Tوابسته به سلول  يها ژن يآنت

داطره دارن د   يها اکثر سلول ديدر تول ياساس ارينقش بس ايزا

د لاف   ب ر  يياي  باکتر يديس اکار  يپل يها ژن يآنت که يحال در

 ج ه ينت کوت اه عم ر را )در   يه ا  تنه ا پلاسماس ل   ه ا،  نيپروتئ

 دي  ( تولTمس تقل از س لول    Bس لول   يه ا  پاس خ  يانداز راه

داطره  يها نوع به دصو  سلول کي ديو سبب تول دينما يم

دو ب ازو دارد:   يمن  يا [. د اطره 18،17،16،15دواهند ش د ] 

موج  ود،  شياز پ   يه  ا يب  اد يهوم  ورال ش  امل آنت   يمن  يا

 يس لول  يمن  يه ا هس ت. ا   و پلاسماس ل  Bداطره  يها سلول

 يدو ب ازو  ني  هست. ا CD8و  CD4نوع  T يها شامل سلول

 يمتف اوت  ي ي اجرا يکردها عمل ،يمنيا جاديدر ا يمنيداطره ا

ب ه   ما يمس تق  توانن د  يموجود م   شياز پ يها يباد يدارند. آنت

ه ا متص ل    و انگ ل  يدارج سلول يها يباکتر ،يروسيذرات و

 لهيوس به يدط دفاع نيعوامل فراهم کردن اول نيشوند. نقش ا

مهاجم اس ت   يزا يماريکردن عوامل ب زهياپسون ايکردن  يدنث

 دي  تول زاني  م اني  اند که م و همکاران نشان داده ي[. کروت19]

ارتب ا    Bد اطره   يه ا  س لول  يو فراوان   يس رم  يباد يآنت

 1987و  1979 يه ا  س ال [. در 20،19وجود دارد ] يميمستق

 ي ي زا يمن  يا ک ه  ني  نشان دادند، ب ا ا  نيآست نکليو ف ترسونيپ

 شود، يم جاديا LTBو ضد  LTAضد  يباد يتوسط هر دو آنت

طور کام ل   هب با يتقر LT نيکننده توکس يدنث يها يباد ياما آنت

و  اني  [. 21،22] ش وند  يم   ج اد يا LTBواح د   ري  ز لهيوس هب

 انيب يوتيپروکار ستميرا در س ltbژن  2004همکاران در سال 

 نيچن   ق رار داد. ه م   يآن را م ورد بررس    ييزا يمنيکردند و ا

 انيبالا ب اريبس ييژن هدف را با کارا وت،يپروکار يانيب ستميس

را از  يمناس ب  يو ادج ووانت  يمنيا تيشده، داص انيکرد. ژن ب

 LTBاز لزوم استفاده از  يشواهد حاک نيدود نشان داد. همه ا

[. 23اس ت ]  ETEC هي  ش ده عل  يتوسعه واکس ن مهندس    رد

علاوه ب ر   LTBنشان داد که  2005در سال  سيشنگال يهاج

 ش ود  يم   زي  ن يمن  يپاسخ ا شيباعث افزا يادجووانت تيداص

بدن را در برابر کزاز محافظ ت   ن،ي[. سرم ضد تتانواسپاسم24]

 برسرم و مصون کردن فرد در برا نيا ديتول ي. تاکنون براکند يم

از  ياريآن استفاده شده است اما بس   ديکزاز از توکسوئ يماريب

ب ا   نيتوکس   ني  ا بي  نوترک يرواح دها يز دي  ب ه تول  نيمحقق

و  تي[. اس م 25ان د ]  منحصر به ف رد آن رو آورده  يها يژگيو

 ري  قطعات ت يساز همسانه ريشان دادند که امکان زهمکاران ن

مطالع ه،   ني  وج ود دارد. در ا  E .coliدر  bontژن  کيتوکس

نم وده و   م ن يا بي  نوترک کيرتوکس  يها را با قطع ات ت  موش

نمودن د.   يبررس  زن ده   طيها را در ش را  آن ييزا يمنيا تيقابل

از س ه   کي  با قطعات مختل  از هر  يساز منيا يابيارز جينتا

از  يلودالتونيک 50قطعه  کينشان داد که فقط  ن،يقسمت توکس

را ک املا  در براب ر    اه   ق ادر اس ت م وش    نيتوکس FC هيناح

 نيهم   يب ر رو  نيمحقق   ت ر  شيلذا کار ب د،ينما منيا نيتوکس

شده ک ه   يمطالعه سع ني[. در ا26است ] دهيقطعه متمرکز گرد

 طيمورد مطالع ه در ش را   يموش يها در گروه ييزا يمنيا زانيم
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شوند. تمام  يمتفاوت بررس ژن يو البته با سه آنت کسانيکاملا  

هر  يقيجمله: دوز تزر از ييزا يمنيدر ا رفتهکار  هب يپارامترها

ادجووانت استفاده ش ده، فاص له    ژن، يآنت يراه ورود ژن، يآنت

م واد م ورد    هيو کل زاتيتجه وان،ينوع ح ها، قيتزر نيب يزمان

 ياند ک ه ب را   بوده يها .... موارد آن يدار نگه طيفاده و شرااست

 نيمد نظر بوده اس ت. ب ه هم     ييزا يمنيا طيکردن شرا کساني

در  جادشدهيکه تفاوت ا ميياستدلال نما گونه نيا ميتوان يم ليدل

( توس ط ه ر گ روه    يب اد  يآنت تريت زاني)اعم از م يمنيپاسخ ا

و  LTB, THc يه ا  ژن يآنتاحتمالا  به داطر سادتار متفاوت 

BONT/Hc و  ن وم يکزاز، بوتول يدهايباشد. توکسوئLTB   ب ه

را ب  ه وج  ود  ماه  هس  اله و ش  ش  2و  10د  اطره   بي  ترت

و  LTB, THc بي  نوترک يه ا  ني[. پ روتئ 27،28] آورن د  يم  

BONT/Hc ديس  ه توکس  وئ ني  ا مون  وژنيا يقس  مت اص  ل 

 نيتوس ط پ روتئ   يدي  تول يب اد  يآنت   ت ر ي[. ت29،2] باشند يم

ب ا   THc بينوترک نيپروتئ ايو  BONT/Hcبا  THc بينوترک

LTB ه اي  شکل) دهد يرا نشان م يدار و آشکار يتفاوت معن 

و  BONT/Hc يب اد  يآنت   تريت زانيم نيکه ب ي( در حال8تا  5

LTB با هم ندارند حال  يدار يبالا ادتلاف معن يها در تلظت

ه ا   آن نيب   يب اد  يآنت تريت زانيتر م نيپائ يها که در تلظت آن

دو  نيمتفاوت ا تيکه به ماه دهد ينشان م را يدار يتفاوت معن

 نيچن   ني  ا ت وان  يم   ني[. بن ابرا 30] گردد يژن بر م ينوع آنت

 يب اد  يآنت تريت ن،يسه پروتئ نيسادتار ا نياستدلال نمود که ب

س ه   ني  ا اني  م ش ده  ج اد يا يمنيکدام و داطره ا از هر يناش

 ق ات يب ه تحق  ازي  دار وج ود دارد ک ه ن   يمعن يروابط نيپروتئ

 .دارد تر شيب

 

 تشكر و قدردانی
ب ه   اني  و دکت ر ش هرام نظر   ييدکتر محمود تولا انياز آقا

و  ريتق د  يمطالعات قبل   يگذاشتن سامانه ژن اريداطر در ادت

 .گردد يتشکر م
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Introduction: Among the bacterial agents, the most common cause of diarrheal disease is Entrotoxigenic 

Escherichia coli. Lebal toxin B (LTB) subunit of LT toxin could induce six-month immunity. Tetanus toxin 
of Clostridium tetani causes the fatal disease, tetanus. Tetanus can be prevented by vaccination with tetanus 
toxoid. This toxoid induces ten years immunity in humans. Binding domain of tetanus toxin (THc), of the 
toxoid is considered as immunogenic part of tetanus toxin. Clostridium botulinum causes botulism disease. 
The protectional effect of this toxoid is only two years against this disease. It seems that the 
immunogenicity potency of these three subunits may influence on the memory longevity. The aim of this 
study is the assessment of LTB, BoNT/A and THc immunogenicity in mouse. 

Materials and Methods: The transgenic E. coli BlDE3 with pET28a vector, containing recombinant ltb, 
thc and bont/A-Hc genes separately were used for expression of recombinant proteins. All mentioned 
proteins were derived, purified and evaluated on SDS-PAGE gel. Finally, mice immunization were carried 
out and antibody titration of all recombinant proteins were evaluated and compared using t-Test in SPSS 
software. 

Results: The result of SDS-PAGE gel evaluation showed a proper expression. The immunoassay results 
of serum showed that the antibody titer against the recombinant protein of THc was higher than those for 
the recombinant protein of BONT/A-Hc and LTB. A difference in antibody titer also was observed between 
two proteins i.e. BoNT/A-Hc and LTB (P value <.0001). 

Conclusion: The differences in the antibody titer may be related to the longevity of memory cells. 
However, the result needs more studies. 
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