
  1384، بهار 3، شماره 6 جلد -علمی دانشگاه علوم پزشکی سمنانمجله 

 201

  Bacillus subtilis در Bacillus anthracisبخش ژن ایمنی  آنتین ژکردن کلون
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  هچکید
عنوان واکسن سیاه زخـم    بهBacillus anthracis (Protective antigen) (PA)بخش ژن ایمنی آنتی: سابقه و هدف

                در ،تـرین بیـان    های مختلف گزارش شده اسـت کـه بـیش           در سویه  PAکلون و بیان ژن     . گیرد مورد استفاده قرار می   
B. subtilis تا µg/ml 160هدف از این تحقیق کلون کردن ژن .  بوده استPAکننده   در ناقل بیانpWB980  و انتقـال 

  .باشد  میWB600 سویه B. subtilisآن به 
        بـا روش قلیـا جـدا و تـرادف بـازی     Stern سویه B. anthracis از pXO1در این مطالعه پلاسمید : ها مواد و روش

kb 4/2      ژن با استفاده از PCR  طور مستقیم  بـر روی ناقـل          هقطعه تکثیر یافته ب   .  تکثیر گردیدpTZ57R      کلـون و بـا 
 T-Vectorاز روی KpnI  و SalIهـای   سپس ژن با آنزیم.  انتقال یافتDH5α سویه E.coli به CaCl2از روش  استفاده

  گذاشـته شـد و سـپس بـا روش          pWB980 و ناقـل     PAواکـنش اتـصال بـین قطعـه ژن خـالص شـده              . جدا گردید 
Electroporation در V 1000 به  B. subtilis نتقل شدم.  

  جدا و ابتدا در پلاسـمید Stern سویۀ B. anthracis از PCRوسیله   را بهPAدر این تحقیق توانستیم ژن : ها یافته
pTZ57R             کلون کرده و وجود ژن با تجزیه و تحلیل آنزیمی، واکنش PCR   ادف بازی    و تعیین تر(Sequencing) ییـد  أ ت

 وجـود ژن در دو کلنـی مقـاوم بـه     و کلـون  B. subtilis و در pWB980کننـده   سپس ژن بر روی ناقل بیـان . گردید
  . یید گردیدأ تPCR با استفاده از تجزیه و تحلیل آنزیمی و واکنش AMN3 و AMN1کانامایسین 
 توانـستیم   pWB980کننده   د استفاده و استفاده از ناقل بیان      های مور  در این تحقیق با تغییر در روش      : گیری  نتیجه

چنـین ایـن تحقیـق      هـم ؛این ژن برای اولین بار در ایران جدا و کلون شده است.  کلون کنیمB. subtilisدر را PAژن 
  .باشد  در ایران میB. subtilisاولین کار کلون کردن ژن در میزبان 

  
، سـیاه  pWB980بخـش،   ژن ایمنـی  ، کلون کردن، آنتی Bacillus subtilis،Bacillus anthracis: کلیدیهای  واژه

  زخم
   

  مقدمه
Bacillus anthracis   ر و عامـل  رداو یـک بـاکتری اسـپ

 ی فاقد کپـسول دو    از سویه غیربیماری . بیماری سیاه زخم است   

ژن  آنتـی از سـه جـزء پروتئینـی        کنـد کـه      مـی  ترشحسم   نوع
، عامل )Protective antigen) PA() KD 83 یا بخش ایمنی
 یـا  یـز خو عامـل   )Lethal factor )LF( )KD 85یا  کشنده

   E-mail: moghbeli44@yahoo.com ،021-22453747 : نمابر،021-22453747 :تلفن.   نویسنده مسئول*
]  13/4/84:؛ تاریخ پذیرش9/8/1383:تاریخ دریافت
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factor Edema) EF( )KD 89(   این. ]9 [ تشکیل شده است 
 pag و cya ،lef هــای وســیله ژن ههــا بــه ترتیــب بــ پــروتئین
 ـ   این ژن . ]2،12،17[ دگرد  می رمزدهی سـمید  وسـیله پلا   ههـا ب
pXOl) 185kb(  هر کـدام از دو فـاکتور       . ]11 [شود حمل می

LF و EF راه با     همPA      ـکن  اثر خود را اعمال مـی   توکـسین   .دن
  حیوانــاتمــرگباعــث  LF وPAمخلــوط  آور یعنــی مــرگ

توکـسین  . شـود  مـی  آزمایشگاهی بعـد از تزریـق درون رگـی      
تشکیل خیز در محل تزریق  EFوPA   یعنی ترکیبخیزدهنده
های درون   آنزیمLF و EF عامل اتصال و  PA.کند را القاء می

 PAمولکول  . ]10 [برند بین می  ها را از   سلولی هستند که سلول   
طریـق   از   PA.  تشکیل شده است   (Domain)از چهار ناحیه    

های سلولی متـصل     به گیرنده  )4ناحیه  (انتهای کربوکسیل خود    
 .]3 [گردد  به درون سلول می    LF و EFباعث اتصال و ورود      و

PA و یک پاسخ ایمنی محافظت کننـده   به تنهایی سمی نیست
سـیاه زخـم انـسانی در         ضـد  واکـسن کنـونی   . کند را القاء می  

ــوب  ــاس رس ــر اس ــا ب ــستان و امریک ــصاره انگل ــلو ع            لی س
B. anthracisواکسن آمریکایی . باشد  میVT 10-NP 1-R 

 آلومینیوم و هیدروکسید ل سلولی جذب شده روی ژشدهصاف 
  رسوب داده شـده    34F2 واکسن انگلیسی عصاره سویه استرن    

 در  سـویه اسـترن  جـا کـه   آن از .]5 [باشـد  مـی  )آلـوم (زاج  با
 سـوم   گـروه جـزو    زایـی  ها از نظـر بیمـاری      بندی باکتری  گروه

 کار با آن جهت تولیـد واکـسن   ،باشد زا می بیماری های باکتری
چنین  هم. دارد  قیمت نیاز به استفاده از تجهیزات خاص و گران       

 LF و   EFجزیی از    ها دارای مقادیر   ، این واکسن  PAعلاوه بر   
 جـانبی در بعـضی از       اثـرات د که هر کدام ممکن است       نباش می

  جهـت غلبـه بـر ایـن        .]15[  نمایـد  ه ایجـاد  افراد واکسینه شد  
 نوترکیـب در    PA و تولیـد      تهیـه  هایی جهت  مشکلات کوشش 
 Bacillus subtilisهـای باکتریـایی شـامل     تعدادی از میزبان

]1،7[ ،E. coli ]14[ ،typhimorium  Salmonella ]4[ ،
Lactobacillus casei ]20[شـامل  یهای ویروس ـ  و میزبان 

Baculo virus وVaccinia virus ]6[ گردیده اسـت  انجام. 
در قـادر بـه بیـان ژن     B. subtilisها فقط  در میان این میزبان

 ـ   هـای  گونـه  .]1[ بـود مقیاس بالا             طـور کلـی و      ه باسـیلوس ب

B. subtilisترشح پروتئین خاطر توانایی در ه  بویژه طور  ه  ب، 
طور مستقیم در محلول رویی محیط کـشت درحـد گـرم در              هب

ظرفیـت  ترشـح بـالا     .]16 [باشد دارای ارزش بالایی می لیتر
 را B. subtilisراه با شرایط کشت راحت و ایمنی مناسب،  هم
سیعی ودسته   ز ا مهم برای ترشح مقدار بالایی    میزبانی  عنوان  ه  ب

 B. subtilis. ]16 [ اسـت های هترولوگ قـرارداده  از پروتئین
 .کنـد  مـی هفت پروتئاز خارج سلولی به محیط کـشت ترشـح           

رولوگ اغلـب بـه شـدت بـه ایـن پروتئازهـا             هت های پروتئین
فاقـد   هـای  هایی جهت تولید سویه    حساس هستند، لذا کوشش   

تـاکنون  . ]18 [ت انجام شده اس ـ   WB600سویه   پروتئاز نظیر 
سویه غیرفعـال شـده و       ولی در این  لشش ژن پروتئاز خارج س    

نده است فعالیت پروتئازی سلول طبیعی باقی ما از% 32/0قط  ف
طـور کامـل     ههای هترولوگ ب   تجزیه پروتئولیتکی پروتئین   ولی

  .]18[حذف نشده است 
            از PA کلــون کــردن ژن   پــژوهش حاضــر هــدف از

B. anthracis  درB. subtilis سویۀ WB600 با استفاده از 
  .باشد  میpWB980 هکنند ناقل بیان

  
  ها مواد و روش
 .یی و شـرایط رشـد     های باکتریا  پلاسمیدها، سویه 

 WB600 سـویۀ  B. subtilisهای باکتریایی عبارتند از  سویه
کــه از بانــک ژن ] 20[DH5α   ســویۀE. coli k12  و]8[

هـای   یط روی مح ـ  اه ـ ام سویه تم. انستیتوپاستور ایران تهیه شد   
یـا درون   LB Agar  (Difco, USA)و BHI Agarکـشت  
 LB broth  (Difco, USA) وBHI broth هــای محــیط
 ،)µg/ml100(ســـیلین   آمپـــیهـــای بیوتیـــک  آنتـــیدارای

) µg/ml10(و یـــا کانامایـــسین ) µg/ml5(اریترومایـــسین 
(Sigma, USA) اسـتفاده   مورد های پلاسمید .کشت داده شد

ــار ــمی: ازبودنــــــــدت عبــــــ               pTZ57Rد  پلاســــــ
(Fermentas, Lithuania) وان به عنT-vector و پلاسـمید  

pWB980 ــ ــوان  هب ــانعن ــل بی ــده ناق ــه  کنن ــک ژن ک از بان
   .شد انستیتوپاستور ایران تهیه
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 جداسـازی پلاسـمید از     .PCRجداسازی پلاسمید و    
B. anthracis سویه stern و  B. subtilis  سویۀWB600 

 انجـام  ]8،13[هـای اسـتاندارد    روش  با اسـتفاده از E. coli و
   با ترادف بازیFرایمر پ PAجهت جداکردن ژن  .گردید

5'   GTA GGT ACC TAA  AAA GGA GAA  
CGT ATA TGA   3'  (30 bp)  

  ف بازیدار با تRو پرایمر 
5'    TAG TCG ACT GTT  TAA  AAC  ATA 

CTC TCC TTG   3'   (30bp)  
  . گردیدندطراحی
PCR پلاســــمید روی بــــر pXOl از شــــده جــــدا               

B. anthracis  هـای  آنـزیم  بـا  اسـترن  سـویۀTaq DNA 

Polymerase (Promega, USA) و High fidelity 

expand DNA Polymerase (Roche, Germany)  بـا 
  :گرفت انجام زیر شرایط

 شـامل   مرحلـه 30 دقیقه،   4  به مدت   درجه 94یک مرحله   
 یـک دقیقـه      به مـدت    درجه 64 یک دقیقه     به مدت   درجه 94
 72چهل ثانیه و یک مرحلـه         یک دقیقه و    به مدت  درجه 72و
 Gensetپرایمرها توسـط شـرکت  . ده دقیقهای به مدت  جهدر

(France)گردید  سنتز .  
ــزیم ــرایط ف آن ــا و ش ــت آنعه ــا الی ــزیم .ه ــای آن             ه

T4 DNA Ligase ،HindIII ،EcoRI ،BamHI ،SalI و 
KpnI   تهیه و  ) آمریکا(پرومگا   و) ایران(های سیناژن    شرکت از

هـای   طبـق روش  ) (Ligationشرایط هضم آنزیمی و اتـصال       
  .شدانجام ] 13[استاندارد 

 .B. subtilis و E.coli  درPAکلـون کـردن ژن   
، واکــنش اتــصال  PA حامــل ژن E. coliجهــت تهیــه  

(Ligation) بــــین ng500 محــــصول  PCRو  ng200         
T- Vector بـه  ]13[و سپس با روش اسـتاندارد  شد  گذاشته 

E. coliانتقال داده شد . µl 100وط انتقال برروی محیط  مخل
 )µg/ml100( ســـیلین آمپـــی  حـــاویLB Agarکـــشت 

(Sigma,USA)  ،X-gal (30µg/ml)    و IPTG (2mM) 
کـشت داده     جداگانـه  ، رنـگ  های سفید  یلونکو. شت داده شد  ک

های مورد نظـر   کلون  گردید و  استخراجها پلاسمید    شد و از آن   

هـای   نـزیم آبا   تجزیه و تحلیل     ، بر اساس اندازه   PAحامل ژن   
 (Genset,France)و سـپس تعیـین تـرادف بـازی          ی  دیدتح

ــه . انتخــاب شــدند        ،PA حامــل ژن B. subtilisجهــت تهی
T-Vector ــل ژن ــزیم PA حام ــا آن ــای   ب  SalI و KpnIه

  از ژل  DNAسازی    و سپس با کیت خالص      شد جداگانه هضم 
(Qiagen, Germany)پلاسـمید .  خالص گردید pWB980 

.  خالص گردید ،های مذکور هضم و با کیت       با آنزیم  نیز جداگانه 
  قطعـۀ ژن گذاشـته  µg3  پلاسـمید و µg1 برایواکنش اتصال   

 Electroporation واکنش اتصال با روش      µl10  و سپس  شد
 (Biorad, USA) بهB. subtilisدر   V1000 و msec5/8 

 مخلوط انتقـال بـر      µl200 .انتقال داده شد   cm 1/0در تیوب   
 )µg/ml10( کانامایسین  حاویLB Agarکشت روی محیط 

 .  قرار داده شدCْ37 ساعت در 48کشت و مدت 

 
  نتایج 
بعـد از جداسـازی    .E. coli  درPA کردن ژن کلون
 با استفاده از، sternسویۀ B. anthracis  از pXOlپلاسمید 

 شکل (kb4/2 و باند  د ش  انجام PCR ،پرایمرهای طراحی شده  
رهـا طـوری طراحـی شـدند کـه ژن بـا              پرایم .دست آمد  هب) 1

 چون در این کار از      ،دشوسیگنال پپتید و بدون پروموتر تکثیر       
گـردد و بـه ایـن        پروموتر قوی پلاسمید بیان کننده استفاده می      

 Fپرایمـر    کـه اگـر   چرا   ؛دشدلیل از سیگنال پپتید ژن استفاده       
 ،دشـو گردید که سـیگنال پپتیـد ژن حـذف           طوری طراحی می  

ادن یک جایگاه آنزیمی در ابتـدای ژن  دو اسـید            جهت قرار د  
 کـه امکـان داشـت بـر روی          ،شد آمینه به ابتدای ژن اضافه می     

 از طرف دیگر  نـوع       .فعالیت پروتئین نوترکیب اثر داشته باشد     
سـیگنال پپتیــد در بیــان اثــری نداشــته و ســیگنال پپتیــدهای  

 بـر روی محـصول      .ها شباهت زیادی بـا هـم دارنـد         باسیلوس
PCR های  واکنش هضم با آنزیمHindIII و EcoRI  گذاشته 
 kb 1/1دو باند  ،EcoRI با آنزیم PCRبا هضم محصول . شد
  دو،HindIII بـا آنـزیم   PCR و با هضم محصول kb3/1 و 
بـر اسـاس    .)1شکل  ( شده است   حاصل kb 4/0 و   kb 2 باند

 محـصول  ،)1شـکل (ل ص ـباندهای حا و) 2 شکل(  ژننمودار
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PCR انتقال واکنش اتصال بین محصول  از .ددیگر ییدأ ت PCR 
،  X-galحاوی   آگار LBروی محیط   و کشتT-Vectorو 

IPTG  رنگتعداد غیرقابل شمارش کلنی سـفید      ،سیلین  و آمپی 
هـا پلاسـمید     نآاز    و کـشت داده شـد    ،   کلنـی  5. رشد کردنـد  

 از تـر   دارای پلاسـمیدهای بـزرگ      دو نمونـه   ؛استخراج گردید 
 با  بر روی این دو نمونه واکنش هضم      .  ژن بودند  پلاسمید بدون 

و شـد  طور جداگانه گذاشته  ه بEcoRI و HindIII های زیمنآ
باتوجـه بـه نتـایج      ). 3 شـکل  (نـد ها الکتروفـورز گردید    نمونه

 در  (pTPA1) 1 در نمونـه     ، ژن های هـضم   واکنش حاصله از 
مسیر بـرعکس    درژن   ،(pTPA2) 2مسیر صحیح و در نمونه      

 تعیین ترادف بازی گردید که      ،1ژن در نمونه    . ته است قرار گرف 
 و 807 در باز T به A، 276 در باز Aبه T تغییر نوکلئوتیدی 

G   به C    نشان داد که فقط تغییر آخر باعث تغییر         1940 در باز 
هـای    این تغییر در گـزارش     .گردد  می Gln به   Gluاسید آمینه   

یت ایمونولوژیـک   گونه اثری بر روی فعال     هیچ دیگر نیز آمده و   
  .]1 [ نوترکیب نداشته استPAبیولوژیک  و

 
  وهضم آنزیمی آنPCR  محصول .1شکل

 PCRمحصول : 1خط عمودی 

   EcoRI با آنزیمPCR هضم آنزیمی محصول : 2خط عمودی
  ) Kb ladder 1(مارکر: 3خط عمودی 
    HindIIIبا آنزیم PCR هضم آنزیمی محصول : 4خط عمودی

  
 

                                          a  
    

      b 

 
c  
 pWB980 و پلاسمید pTZ57R ، پلاسمید PAنمودار ژن . 2شکل

 .aژن نمــودار PA : ژن PA بــا انــدازهkb 4/2 کــه جایگــاه KpnI 
 هـای    آن قـرار گرفتـه و جایگـاه   3' در انتهایSalI و جایگاه 5'درانتهای

EcoRI و HindIIIندا بر روی ژن قرار گرفته.  
 .b   نقشه ناقلpTZ57R) T-vector (های آنزیمـی درمحـل       وجایگاه

M.C.S. ناقل.  
c . نقشه ژنتیکی ناقل بیان کنندهpWB980 .  
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  .2و1های   هضم آنزیمی نمونه.3شکل

   EcoRI با 1هضم آنزیمی نمونه : 1خط عمودی
  EcoRI با 2هضم آنزیمی نمونه: 2خط عمودی
  HindIIIا  ب1هضم آنزیمی نمونه: 3خط عمودی
  )1Kb ladder(مارکر: 4خط عمودی
  HindIII با 2هضم آنزیمی نمونه: 5 خط عمودی

   بدون هضم آنزیمی1نمونه : 6خط عمودی 
 

 PAژن  .B. subtilis در PAکلــون کــردن ژن  
 از پلاسمید   SalI و KpnIهای   نزیمآوسیله هضم جداگانه با      هب

pTPA1)   ـ  ) 1نمونه   .یـد  خـالص گرد   ،وسـیله کیـت    هجدا و ب
  و KpnIهـای    وسیله آنزیم  هجداگانه ب   نیز pWB980پلاسمید  

SalIو واکنش اتصال بین   خالص گردید،وسیله کیت هب  هضم و
وسیله  هاز انتقال واکنش اتصال ب .این پلاسمید و ژن گذاشته شد    

Electroporation،    کلنی بر روی    34 ساعت تعداد    48 بعد از 
 از میان   ند؛ قرار گرفت  همگی مورد بررسی   که   محیط رشد کردند  

  تـر از   نمونـه دارای پلاسـمید بـزرگ   5 نمونـه فقـط   34ایـن  
pWB980 نمونه 5 برروی هر .  بودند ، PCR      گذاشته شـد کـه 

 و   گرفـت  صورت PCR واکنش   3 و   1ی  ها هروی نمون  فقط بر 
 واکـنش   1روی نمونـه     رب .)4 شکل( ددست آم  هباند مربوطه ب  
 واکنش 3بر روی نمونه و KpnI  و  EcoRIهای هضم با آنزیم

 نمودارباتوجه به ). 5 شکل( گذاشته شد   EcoRIهضم با آنزیم    
، kb 2/6ار بـه ترتیـب      ظورد انت  باندهای م  ،)2شکل (کلونینگ

kb3/1+9/4 و kb3/1+9/4بــا توجــه بــه  .دســت آمــد ه بــ
 ژن  ،Electroporationاسـتفاده از     طراحی پرایمر مناسـب و    

PA  بـر روی پلاسـمید  pWB980در   وB. subtilis  سـویه 

WB600  تعیین تـرادف بـازی ژن کلـون شـده         .  کلون گردید، 
هـای    که در گزارش1940در باز را  Cبه G تغییر نوکلئوتیدی 

 E. coli در PAتـا کنـون ژن   . دیگر نیز آمده است نـشان داد 
]14[، Salmonella ]4[ ،Lactobacil] 2[ ،Baculo 

virus،Vaccinia virus  ]6[و  B. subtilis ]1،7[ کلــون 
 ـ]B. Subtilis ]1 تـرین بیـان در    که بیش؛شده است دسـت   ه ب
 با انتخاب ناقل بیان کننده      در این پژوهش سعی شد    . آمده است 

 ـ pWB980مناسب   حـدود   انـد تـا   وسـیله آن توانـسته   ه کـه ب
mg/l350آورند و هنوز جهت بیان  دست ه بیان پروتئین بPA 

 rbsراه بـا     تر مناسب هـم   ، پرومو ]8[ از آن استفاده نشده است    
     خـود ژن، ایـن ژن در    پلاسمید بیـان کننـده و سـیگنال پپتیـد    

B. subtilisقـدم اول بـا موفقیـت ژن     در .بیان گردد  کلون و
PA در B. subtilis کلون گردید و امیدواریم در آینده با بهینه 

دست  ههای دیگر ب   چه در پژوهش   آن کردن شرایط، بیان برتر از    
 انتظار داریم   ،پژوهش چنین با ادامه این    هم. صل گردد آمده حا 

عنوان یک سیستم برتر  ه بB. subtilisسیستم کلون و بیان در 
کـشور معرفـی     هـا در   کلون کردن ژن نسبت به دیگـر سیـستم        

  .گردد
  

  
   بر روی پلاسمیدهاPCR. 4شکل 

  5تا 1های  نمونهPCR محصول : 5تا 1خط عمودی 
  PCRکنترل مثبت : 6خط عمودی
 )Kb ladder 1(مارکر: 7خط عمودی

 PCRکنترل منفی : 8خط عمودی 
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  هضم آنزیمی پلاسمیدها. 5شکل

  KpnI با آنزیم 1هضم نمونه : 1خط عمودی
   kb 1مارکر: 2خط عمودی 
  EcoRI با آنزیم 1هضم نمونه: 3خط عمودی 
     EcoRI با آنزیم 3هضم نمونه : 4خط عمودی
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