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Abstract 
 

Background and purpose: Clostridium botulinum bacteria produces seven types of botulinum 

neurotoxins among which types A, B, E and F are responsible for human botulism. One of the treatments 

for botulism is the inhibition of botulinum neurotoxins catalytic domain activity by inhibitors. In this 

study, botulinum neurotoxin type E catalytic domain has been cloned in pET28a vector and expressed in 

E. coli BL21 (DE3). 

Materials and methods: In order to cloning of the catalytic domain, the genomic DNA was 

extracted. The sequence was amplified by Polymerase chain reaction (PCR) and was inserted into pGEM-

T Easy vector. Then, the recombinant vector was transferred to E. coli DH5α cells. Afterwards, the 

cloning product was removed from pGEM-T Easy vector and inserted into pET28a vector using ligation 

reaction. Finally, the recombinant pET28a was transferred into E. coli BL21 (DE3) cells. Expression of 

catalytic domain was studied in standard conditions. 

Results: The results of enzymatic digestion and PCR reaction confirmed that cloning and 

subcloning occurred in pGEM-T Easy and pET28a vectors, respectively. The process was verified by 

sequencing. Finally, expression of this sequence was confirmed by the sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot analysis. 

Conclusion: The cloning of the sequence was accurately conducted in pGEM-T Easy and pET28a 

vectors. Also, the results showed that the expression of this sequence has been performed properly. 
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  كاتاليتيك نوروتوكسين  سازي و بيان ناحيه همسانه
  E.coli در باكتري Eبوتولينوم تيپ 

  
        1حسين رستمي

        2سيد جعفر موسوي
        2فيروز ابراهيمي
 3عباس حاجي زاده

  چكيده
 F و   A، B  ،Eهـاي    كنند كـه تيـپ     هاي كلستريديوم بوتولينوم هفت نوع نوروتوكسين توليد مي         باكتري :هدفسابقه و   

توانـد از طريـق مهـار فعاليـت آنزيمـي ناحيـه          هاي درمـاني بوتوليـسم مـي       يكي از روش  . شوند منجر به بوتوليسم در انسان مي     
 E در اين مطالعه، ناحيه كاتاليتيك نوروتوكسين بوتولينوم تيـپ        . ها باشد  كاتاليتيك نوروتوكسين بوتولينوم توسط مهاركننده    

  . بيان شده استBL21(DE3)  سويه E. coliسازي و در باكتري ميزبان  انه همسpET28aدر وكتور بياني 
با اسـتفاده از واكـنش      .  ژنومي باكتري استخراج گرديد    DNA به منظور همانندسازي ناحيه مورد نظر،        :ها مواد و روش  

PCRسپس محصول .  توالي مورد نظر تكثير شدPCR در وكتور pGEM-T Easy   هـاي    سـلول  وارد و وكتـور نوتركيـب بـه
 به pGEM-T Easyسازي شده از وكتور  سپس با واكنش الحاق محصول همسانه.  منتقل گرديدDH5α سويه E. coliزبان ـمي

 انتقال داده BL21(DE3) سويه E. coliري ـ به باكتpET28aد نوتركيب ـدر نهايت پلاسمي. ل شدـ منتقpET28aوكتور بياني 
  . استاندارد مورد مطالعه قرار گرفتبيان ناحيه كاتاليتيك در شرايط. شد

 بيانگر همانندسازي و زير همانندسازي به ترتيب در وكتورهاي PCRنتايج حاصل از برش آنزيمي و واكنش        :يافته ها 
pGEM-T Easy و pET28aدر نهايـت بيـان قطعـه    . ييـد كـرد  أنتايج تعيين توالي نيز صحت حضور توالي مورد نظر را ت.  بود
 .ييد گرديدأ بلات ت  و آزمايش وسترنSDS-PAGEا استفاده از ژل مورد مطالعه، ب

 با صحت كامل انجام pET28a و pGEM-T Easy سازي توالي مورد مطالعه، به ترتيب در وكتورهاي  همسانه:استنتاج
  .د نظر بود بيانگر صحت بيان محصول مورE. coli BL21(DE3)بيان و تأييد محصول بياني در باكتري همچنين نتايج . گرفت
  

  سازي، بيان ، ناحيه كاتاليتيك، همسانهEنوروتوكسين بوتولينوم تيپ  :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
بـه  بوتوليسم يك سندروم بسيار خطرناك است كه        

ــف  ــكال مختل ــشاء   اش ــا من ــذاب ــ،ييغ ــم، و ي ناش  از زخ
 ايـن سـندروم در اثـر      . شـود   مي  نوزادان مشاهده  سميبوتول

  اي  ن توليـد شـده توسـط دسـته     آلوده شدن به نوروتوكسي   
ــاكتري ــي     از ب ــاد م ــستريديا ايج ــنس كل ــاي ج ــود ه . ش

 گـــرم مثبـــت، ي بـــاكتركيـــ  بوتولينـــوموميديكلـــستر
 هفـت  ي دارا يباكتر نيا . شكل است  يليباس  و يهواز يب
 G و A  ،B ،C ،D ،E ،Fهـاي    شـامل تيـپ    ني توكـس  پيت

 F و بـه نـدرت   A ،B ،Eاي ه ـ  تيـپ ها  آن ني كه در ب   بوده
  Fدرت ـ و به نA ،B ،Eهاي  پـ تياـه  آننـيكه در ب بوده

  
   E-mail: jmousavy@yahoo.com       ، دانشكده و پژوهشكده علوم پايه)ع( بزرگراه شهيد بابايي، دانشگاه جامع امام حسين :تهران -سيدجعفر موسوي :لف مسئولؤم

 ، تهران، ايرانتهران) ع( دانشگاه جامع امام حسين ، دانشكده و پژوهشكده علوم پايه،شناسي  زيست مركز تحقيقات،و مولكولي  علوم سلوليدانشجوي كارشناسي ارشد .1

  ، تهران، ايرانتهران) ع( دانشگاه جامع امام حسين ، دانشكده و پژوهشكده علوم پايه،شناسي  مركز تحقيقات زيست،شناسي زيست گروه .2
 ، تهران، ايرانتهران) ع( دانشگاه جامع امام حسين ،ده علوم پايه دانشكده و پژوهشك،شناسي مركز تحقيقات زيست. 3

  20/9/1391 :تاريخ تصويب           1/5/1391 : تاريخ ارجاع جهت اصلاحات          9/2/1391: تاريخ دريافت  
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زا هستند و بيماري بوتوليسم ايجـاد        براي انسان مسموميت  
نيـا گـزارش   بوتوليـسم در نقـاط مختلـف د    . )2 ،1(كنند مي

ي در بـسياري از      مشكل سلامت عمـوم    شده است و يك   
كـه طبـق     به طوري . )4 ،3(باشد كشورها از جمله ايران مي    
 ساله  5يك دوره     در )1388( گزارش توكلي و همكاران   

 مورد مشكوك به مسموميت غذايي      341) 1386-1382(
ــسم در  ــتان 11بوتولي ــان،  ( اس ــستان، زنج ــتان، گل كردس

ن، آذربايجــان شــرقي و ركــزي، قــزويگــيلان، تهــران، م
 مـورد   40از  . ايران ثبت گرديد  )  خراسان غربي، همدان و  

و )  درصـد  5/32( مـورد    13 بـا    Eتعيين تيپ شـده، تيـپ       
تـرين   عنـوان شـايع   بـه   )  درصد 5/27( مورد   11 با   Aتيپ  
هــاي ايجادكننــده مــسموميت غــذايي بوتوليــسم در  تيــپ

رديـد كـه   در اين گزارش مشخص گ    . ايران مطرح هستند  
موارد وقوع بيماري در سه سال پاياني روبه افزايش بـوده           

كه تعداد موارد وقوع مـسموميت غـذايي         است، به طوري  
 بوده  1382 برابر سال    1/2 حدود   1386بوتوليسم در سال    

بنــابراين تــلاش در زمينــه پيــشگيري و درمــان  . )4(اســت
ــه نظــر مــي   .رســد بوتوليــسم در ايــران امــري ضــروري ب

 150  مولكـولي  پپتيـد بـا وزن      يـك پلـي    اكتريتوكسين ب 
 خـود   تئازهـاي وتئين توسط پر  واين پر . دالتون است  كيلو

  كيلـو  100(سـنگين    يا سلول ميزبان به دو زنجيره        باكتري
 .شــود شكــسته مــي) دالتــون  كيلــو50 (و ســبك) دالتــون

ــد دي   ــك پيونـ ــا يـ ــبك بـ ــره سـ ــه   زنجيـ ــولفيدي بـ   سـ
ــي  ــصل م ــنگين مت ــره س ــن. شــود زنجي ــره س   گين در زنجي

  دهنـده   انتقـال  ناحيـه  داراي   ) N-terminal(  آميني انتهاي
Translocation domain (TD)( كربوكسيلي و در انتهاي 

)C-terminal(   زنجيره  باشد  مي  دهنده  اتصال ناحيهداراي
ــبك  ــسينس ــوم توك ــك ( بوتولين ــه كاتاليتي ــك ) ناحي ي

باشد كه با شكستن يكـي از سـه پـروتئين            متالوپروتئاز مي 
و  SNAP252 ،ســــيناپتوبروين (SNARE1پلكس كمــــ

ــسين ــانع  )Syntaxin( سينتاك ــتيل م ــولين ترشــح اس  در ك
موجب  در نتيجه    ،هاي اعصاب حركتي شده    انتهاي سلول 

                                                 
1. Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor 
2. Synaptosomal-associated protein, 25kDa 

مبنـاي   .)8 ،7(گردد  مي )فلج سست شونده   (ايجاد فلج شل  
هـاي بهداشـتي و ايمونيزاسـيون        درمان بوتوليسم، مراقبت  

در حـال حاضـر     . بي اسـت  توكـسين اس ـ   غير فعال با آنتـي    
در ) Anti-A, B, E(توكــسين اســبي ســه ظرفيتــي   آنتــي

 بوده،  CDCايالات متحده امريكا داراي مجوز رسمي از        
در دسترس است كه بعد از در معرض قـرار گـرفتن سـم              

هنگـام و بموقـع      تزريـق زود  . توان از آن استفاده كرد     مي
ي هـاي عـصب    توكسين، از ادامه تخريب و آسيب      اين آنتي 

توانـد فلـج     كنـد امـا نمـي       و شدت بيماري جلوگيري مـي     
هـا   سـرم  استفاده از اين آنتـي    . )9(ايجاد شده را احياء نمايد    

ــي  ــاني م ــدوديت درم ــين در   داراي مح ــذا محقق ــد ل باش
هايي  هاي اخير توجه خاصي به استفاده از مهاركننده        سال

دارند كه بتوانند بعد از ورود توكسين به سـلول، فعاليـت            
ــا توجــه بــه . ليتيــك زنجيــره ســبك را مهــار كننــد كاتا ب

هـاي   تحقيقات انجام گرفته، طراحي و ساخت مهاركننده      
 مناسب عليه فعاليت زنجيره سبك نوروتوكـسين بوتولينـوم،        

ثرتري بـراي   ؤتواند در آينده منجر به توليـد داروي م ـ         مي
  .)10 -15(درمان بيماران مبتلا به بوتوليسم گردد

Grant  هاي كوچك    از مولكول  )2006(  و همكاران
ــره ســبك      ــت زنجي ــار فعالي ــور مه ــه منظ ــدي ب ــر پپتي غي

 استفاده كردند كـه نتـايج       A پيت نوميبوتول نينوروتوكس
ــه دســت آمــد    .)16(قابــل قبــولي در مهــار فعاليــت ســم ب

Kumaran ــاران هــــاي  از مهاركننــــده) 2008( و همكــ
 Aتتراپپتيدي به منظور اتصال به جايگـاه فعـال سـم تيـپ       

  .)11(تفاده كردنداس
Roxas-Duncanاز مــــشتقات ) 2009(  و همكــــاران

ــك   ــول كوچ ــولينوليكومولك ــوان  )Quinolinol( ن ــه عن  ب
ــپ    ــت بخــش آنزيمــي نوروتوكــسين تي ــده فعالي  Aمهاركنن

  .)17(استفاده كردند كه نتايج مثبتي در مهار سم به دست آمد
Kumarــاران ــده)2012(  و همكـ ــاي   از مهاركننـ هـ

ــراي مهــار فعاليــت آنزيمــي تيــپ  پپتيــدي جديــدي   Aب
  .)18(استفاده كردند
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Kukreja طي آزمايشات خـود     )2010(  همكاران  و 
اساس مولكولي فعاليت اندوپپتيدازي نوروتوكسين تيـپ       

E   بيشتر تحقيقات انجـام شـده در       . )19( را مشخص كردند
زمينه اسـتفاده از مهاركننـده عليـه فعاليـت نوروتوكـسين            

قات مشابه انجـام گرفتـه در خـصوص          تحقي ، بوده Aتيپ  
بررسي مقالات منتـشر شـده      . باشد  خيلي كمتر مي   Eتيپ  

دهد كه تاكنون مهاركننده مناسـبي       در اين زمينه نشان مي    
ده كـرد،   كه بتوان از آن به منظور درمان بوتوليـسم اسـتفا          

در آزمايشات بررسـي اثـر و        .طراحي و توليد نشده است    
مـورد  ي شده توكسين فعال     هاي طراح  پتانسيل مهاركننده 
 از بـاكتري كلـستريديوم بوتولينـوم        آننياز است كه تهيه     

از طرفي تحقيقات در اين     . مشكلات خاص خود را دارد    
زنجيـره  (زمينه نشان داده است كه ناحيه كاتاليتيـك سـم           

بــه تنهــايي و بــدون حــضور زنجيــره ســنگين در ) ســبك
ظ شرايط بـافري مناسـب، فعاليـت آنزيمـي خـود را حف ـ            

توليد نوتركيـب   . )11(شكند  سوبستراي خود را مي    ،كرده
ــسين    ــي توكـ ــش آنزيمـ ــبك (بخـ ــره سـ داراي ) زنجيـ

ن تخليص  هايي است و مشكلات استفاده از توكسي       مزيت
  .شده از باكتري را ندارد

Agarwal بــه منظــور تعيــين   ) 2004( و همكــاران
 Eساختار ناحيه كاتاليتيك نوروتوكسين بوتولينـوم تيـپ         

  ناحيــه . پپتيــد كردنــد ه بيــان نوتركيــب ايــن پلــياقــدام بــ
   بــــه خــــوبي بيــــان و pET32مــــذكور را در وكتــــور 

  پپتيــد نوتركيــب   نــشان دادنــد كــه پلــي كــرده،تخلــيص 
توليد شده بدون حضور ديگر نواحي سـم داراي فعاليـت           

بـا توجـه بـه فراوانـي بـالاي آلـوده            . )20(باشد آنزيمي مي 
عـدم وجـود داروي      و    در كشور  Eشدن به توكسين تيپ     

هـــاي اشـــاره شـــده در بـــالا،  مـــؤثر بـــدون محـــدوديت
ســـازي و بيـــان نوتركيـــب ناحيـــه كاتاليتيـــك  همـــسانه

 دراين تحقيق مورد توجـه      Eنوروتوكسين بوتولينوم تيپ    
، در زمينـه    بعـدي توانـد در مطالعـات       قرار گرفت كه مـي    

ــه آن   ــده مناســب علي ــوردطراحــي و ســاخت مهاركنن   م
  .قرار گيرداستفاده 

  ها  روشمواد و
بـا   ناحيـه كاتاليتيـك       كدكننـده  يدي نوكلئوت ي توال تكثير
  PCR روش

 ســبك يـره  كدكننــده زنجيـدي  نوكلئوتيتــوالابتـدا  
ــس ــوم بوتوليننوروتوك ــپ  تين ــي   Eي ــماره دسترس ــا ش  ب

GQ244314   تـوالي زنجيـره    . اسـتخراج شـد    از بانك ژن
 جفـت بـاز ابتـداي تـوالي كدكننـده           1263سبك شـامل    
) كه در بانك ژنوم بـه ثبـت رسـيده اسـت            (نوروتوكسين

يمر  پرا ي طراح .كند  اسيدآمينه را كد مي    421شود كه    مي
يناژن انجام گرفت و توسط شـركت س ـ       Oligoبا نرم افزار  

 ي برش ـيگـاه  جاي بالادسـت دارا  يمـر پرا.  سـنتز شـد    ايران
 ي دسـت دارا يين پـا يمـر و پرا Nde I  محـدودالاثر يمآنز
 :است Hind III ثر محدودالايم آنزي برشيگاهجا

  

  :بالادستيمر  پراتوالي
5′-ATCCATATGATGCCAAAAATTAATAGTT-3' 

  

 :  دستيين پايمر پراتوالي
5'-ACAAAGCTTTTATTTCCTTATGCCTTTTAC-3' 

  

پژوهشكده از   Eيپ   ت ينوم بوتول يديومكلستري  باكتر
ــاي خــزر   ــوژي دري ــهتهاكول   كــشتيط شــد و در محــي

Cooked Meat گـراد در   يسـانت رجه  د30 ي در دمايعما
،  ســاعت24 كــشت داده شــد و پــس از يهــواز يجــار بــ
DNA كلروفـــرم  فنـــل از روشه آن بـــا اســـتفاديژنـــوم 
ــ ــد گرديصتخل ــره  .ي ــنش زنجي ــراز  واك  (PCR)اي پليم

يمـراز  پل Taqيم بـا آنـز   DNA يـر بـه منظـور تكث   معمولي
ليتـر بـا اسـتفاده از        يكـرو  م 25  در حجم  ،)يناژن، ايران س(

هـر  . گرفـت انجـام   ) مريكـا ابيوراد،  (سايكلر  دستگاه ترمو 
 از هـر    يكومـول پ MgCl2  ،4 مـولار  يلي م 3واكنش شامل   

 dNTPs مـولار  يليم. /2الگو،   DNA نانوگرم 50 يمر،پرا
ــرل يكــرو م5/2 و ــافريت ــاPCR 10X  ب ــصال ي، در دم    ات

 از  يري جلـوگ  بـه منظـور   .  شـد  ينه به گراد ي درجه سانت  58
 بـا   PCR ييواكـنش نهـا    ي ژنـوم  ي جهـش در تـوال     يجادا

در حجـم   ) فرمنتاز، اكراين (يمراز  پل pfuيم  استفاده از آنز  
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ــرو م25 ــرل يك ــت يت ــام گرف ــنش.  انج ــامل  PCR واك   ش
   يمـــر، از هـــر پرايكومـــولپ MgSO4 ،4 مـــولار يلـــيم 5

ــانوگرم از50 ــو،  DNA  ن ــيم 2/0الگ ــولار يل    dNTPs م
  ال ــ اتصياـ در دمPCR 10X رــافـ از برــيتل يـيل م5/2و 

 مرحلـه   :شـامل  PCR مراحـل . گـراد بـود    ي درجه سانت  58
گراد به مدت    يسانت  درجه 94ي   در دما  ييواسرشت ابتدا 

 يي شامل واسرشت ابتـدا يا  دوره سه مرحله 30 يقه، دق 10
 اتـصال   يـه،  ثان 45گراد به مدت     ي درجه سانت  94 دمايدر  
گـراد بـه     ي درجه سانت  58ي  ها به رشته الگو در دما     يمرپرا

 درجه  72 ي قطعه مورد نظر در دما     ير و تكث  يه ثان 45 مدت
 مرحلـه   يان و در پا    ثانيه 30يقه و    دق 2گراد به مدت     يسانت
  گـراد بـه مـدت       ي درجـه سـانت    72 ي در دمـا   يي نهـا  يرتكث

 درصـد    يـك  ژل آگـارز   بـا    PCR ولمحـص .  بود يقه دق 5
بــا اســتفاده از  PCR محـصول .  قـرار گرفــت ييــدأمـورد ت 

  .)19( شديسازخالصتاز  فرمنDNAيص  تخليتك
  

  ي و زير همسانه سازيساز همسانه
و وكتـــور  PCRبـــراي محـــصول تخلـــيص شـــده  

pGEM- T Easy محـصول  .  واكنش الحاق گذاشته شـد
 DH5α سويه E. coliهاي مستعد  واكنش الحاق، به سلول

ها روي   به روش شوك حرارتي انتقال داده شد و باكتري        
 )Mac-Conky Agar(دار  كانكي آگـار  محيط كشت مك

ــي  ــاوي آمپ ــيلين  ح ــت (س ــشت داده )µg/ml 80غلظ  ك
  مـورد نظـر از    ي تـوالي  سـاز  ييد همسانه أ ت يبرا .)21(شدند
 يـز روش ل   رنـگ، كـشت داده شـد و بـا          يد سـف  يها يكلن
 هايد پلاسـم  يبـرا . يد صورت گرفت   استخراج پلاسم  ياييقل

يـه تـوالي گذاشـته     اوليـر  تكثيطمطابق شراPCR واكنش 
 واكنش هضم    مثبت، PCRي پلاسميدهاي   ا سپس بر  .شد
فرمنتـاز،   (Hind III و Nde Iي  برشيها يمبا آنزيمي آنز

تأييد نهايي با تعيين    .  شد  ساعت انجام  4به مدت   ) اكراين
  .انجام گرفت) سيناكلون، ايران(توالي قطعه مورد نظر 

 حـاوي تـوالي   pGEM-T Easyيـب   نوتركيدپلاسم
هـاي    بـا آنـزيم    pET28a (+)مورد نظر و همچنين وكتـور     

ــه مــدت  Hind III و Nde I محــدودالاثر  در  ســاعت2ب
 تمحـصولا . برش داده شدند گراد   ي درجه سانت  37 يدما

ــرش  ــتفاده از  ب ــا اس ــارزب ــايين ژل آگ ــاي ذوب پ ــا دم     ب
)Low melting ( راج از ژل ـ استخــيــتكو)Bioneer ،

  .يدندگردتخليص ) كره جنوبي
ا وكتـــور تـــوالي مـــورد نظـــر بـــواكـــنش الحـــاق 

(+)pET28a   برش خـورده بـا آنـزيم  T4 تاكـارا،  (يگـاز  ل
  دقيقـه  30، به مـدت     ليتر يكرو م 20 ييدر حجم نها  ) ژاپن

محـصول  . گـراد انجـام گرفـت      ي درجه سانت  16 يدر دما 
ــلول  ــه س ــستعد  واكــنش الحــاق ب ــاي م ــويه E. coliه    س

BL21 DE3       بـه روش شـوك حرارتـي انتقـال داده شـد
دار  كـشت لوريـا برتـوني آگـار       ها روي محـيط      وباكتري

)LB Agar (  ــسين ــاوي كاناماي ــت (ح  )µg/ml 80غلظ
 ي تـوالي  سـاز  د همـسانه  ي ـيأ ت به منظـور  . كشت داده شدند  

 مايع حـاوي    LBي موجود، در محيط     ها يكلن،  مورد نظر 
 يـز روش ل  د و با  دنكشت داده ش   )µg/ml 80(كانامايسين  

 هايدم پلاس ـ يبـرا . گرفت انجام   يد استخراج پلاسم  ياييقل
يـه تـوالي گذاشـته       اول يـر  تكث يططابق شرا  م PCRواكنش  

 واكــنش  مثبــت،PCRي پلاســميدهاي  و ســپس بــراشــد
 بـه  Hind III و Nde Iي  برش ـيها يمبا آنزيمي هضم آنز

  .)22( شد ساعت انجام4مدت 
  

   پروتئين بيانيدأيبررسي و ت
 ، گـراد   درجـه سـانتي  37دمـاي  توالي مـورد نظـر در      

ــدت  ــه مـــ ــاعت5 بـــ ــاي  ، ت ســـ ــت القـــ   IPTGحـــ

)Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside ( 1 غلظتبا 
 درصد براي   SDS-PAGE 12ژل    از . شد ر بيان مولا يليم
 ين پروتئ ييد تأ يبرا .)22(ييد صحت بيان استفاده گرديد    أت

 سـرم  ي ايمونوبلات بـا آنت ـ يك شده، از تكنيان ب يبنوترك
پـس از   :  اسـتفاده شـد    يـر  به شرح ز   E تيپ   ضد بوتولينوم 

ــاز ــدهايجداسـ ــي  پروتئي بانـ ــر رو ينـ ــه بـ     ژلينمونـ
SDS-PAGE         اين باندها با كمك سيستم وسترن بـلات ،

)Blotting Western ( ــروبلا ــافر الكت ــا ب ــسينگلا(ت ب    ي
ــانول  يلـــي م20 يسمـــولار، تـــر يلـــي م15   مـــولار و متـ
كاغــذ .  منتقــل شــديتروســلولز كاغــذ نيرو)  درصــد20
  PBST رـاف ــبدر اعت ــ ـس15دت ـه مــز بــولــروسلــنيت
)Phosphate Buffer Saline, 5%Tween-20( ي حـاو  
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 قرار داده گراد   ي درجه سانت  4 يدما در خشكير درصد ش  5
) PBSTسـه بـار بـا بـافر         (شو   پس از مرحله شست و    . دش

، بـا  E تيـپ  بادي ضد بوتولينـوم     با آنتي  يتروسلولز،كاغذ ن 
 سـاعت در  ك  ي به مدت    PBST در بافر  1:3000 ييرقت نها 

گـراد انكوبـه      درجـه سـانتي    37 انكوباتور در دماي     يكرش
 1:10000 اسبي با رقـت      كانژوگهدر مرحله بعد،     .يدگرد

 درجـه   37اضافه شد و بـه مـدت يـك سـاعت در دمـاي               
درمرحلـه  . قـرار داده شـد    انكوباتور   گراد در شيكر   سانتي

 از   براي آشكارسازي باند مـورد نظـر       آخر بعد از شستشو   
مــولار   ميلــي50تــريس (ليتــر بــافر آشكارســاز  ي ميلــ10

ليتـر    ميكـرو  10ئيدين و   وآمينو بنز  گرم دي   ميلي 6حاوي  
 باند مورد   يبعد از آشكارساز  . استفاده شد )  اكسيژنه آب

  .)23(يدنظر واكنش با آب مقطر متوقف گرد
  

  يافته ها
ر تـوالي كدكننــده ناحيـه كاتاليتيـك نوروتوكــسين    تكثي ـ

  PCRا   بEبوتولينوم تيپ 
  هـاي   بررسي نتايج تكثير قطعـه مـورد نظـر بـا آنـزيم            

  

Taq  وpfu) نـــشان داد ) ب الـــف و 1  شـــمارهتـــصاوير  
  همچنـين  .  اسـت  خـوبي تكثيـر پيـدا كـرده       ه  اين قطعـه ب ـ   

ــود     ــز خــوب ب ــت ني ــا كي ــيص آن ب ــصوير (نتيجــه تخل   ت
  ).ج 1 شماره
  
  pGEM- T Easyسازي در وكتور  همسانه

كـه   pGEM-T Easyتور سازي در وك نتيجه همسانه
آميـز   بيانگر موفقيـت  است  الف آمده    2تصوير شماره   در  

  .سازي ژن مورد مطالعه بود بودن همسانه
 نوتركيـب بـه وسـيله       pGEMهمچنين برش وكتـور     

ــزيم ــاي  آن ــود دو   Hind III و Nde Iه ــت وج ــه عل    ب
جايگاه برش در وكتـور كـه در دو سـوي قطعـه حـضور               

 در ژل ،كتــور خــارج شــدهدارنــد، قطعــه مــورد نظــر از و
همچنـين هـضم    . الكتروفورز يك باند مجـزا تـشكيل داد       

ــه در نتيجــه  NdeIتــك آنزيمــي توســط    انجــام شــد ك
تـصاوير  (صـورت خطـي درآمـد        پلاسميد نوتركيـب بـه    

سازي با تعيين    نهايت صحت همسانه  در  ). ب و ج   2 شماره
  .توالي قطعه تأييد شد

  

  
 

 1 چاهك.  درصد1روي ژل آگارز ) TaqDNA polymerase  ) bp1288آنزيم ناحيه كاتاليتيك با PCRواكنش تصويرمحصول : الف 1تصوير شماره 
 و DNA مـاركر  2 چاهـك .  بـه عنـوان الگـو اسـتفاده شـده اسـت      A ژنـومي تيـپ   DNA را دارا بوده و از PCRكنترل منفي بوده و همه مواد واكنش      

تـصوير محـصول    :ب   .باشد گراد مي  درجه سانتي58 و 56، 54، 52، 50رتيب در دماهاي اتصال  به ت PCR نتايج واكنش    7 و   6،  5،  4،  3هاي   چاهك
 و 3، 2هـاي    و چاهكDNA ماركر 1 چاهك.  درصد1روي ژل آگارز ) Pfu DNA polymerase)  bp1288ناحيه كاتاليتيك با آنزيم  PCRواكنش 

تصوير محصول تخلـيص شـده از روي ژل بـا دمـاي      :ج   .باشد گراد مي  درجه سانتي 58 و   56،  54 به ترتيب در دماهاي اتصال       PCR نتايج واكنش    4
  .باشد  تخليص شده ميPCR محصول 2 و چاهكDNA ماركر 1 چاهك. ذوب پايين
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 1 اهـك چ. يند تخلـيص پلاسـميد    اپس از فر   درصد   1 روي ژل آگارز      تخليص شده بر   pGEM الكتروفورز پلاسميدهاي    تصوير :الف 2تصوير شماره   
در اين شكل الگوي قرارگيري پلاسميدهاي چاهك       . هاي مختلف است    پلاسميدهاي تخليص شده كلني    6 و   5،  4،  3،  2هاي    و چاهك  DNAماركر  

 سازي  جهت بررسي و تاييد همسانه     pGEM وكتور   PCR نتايج   تصوير :ب   .ها خيلي بالا است     با بقيه تفاوت دارد و احتمال حضور قطعه در آن          5 و   2
 تـصوير  :ج   . اسـت DNA مـاركر  3 چاهـك . باشد  مثبت دو كلني ميPCR نتيجه 2و 1هاي  چاهك.  درصد1 نوتركيب روي ژل اگارز    هاي ر كلني د

 ، چاهـك  DNAماركر   1  چاهك درصد 1 قطعه مورد مطالعه روي ژل آگارز         جهت بررسي و تاييد همسانه سازي      pGEMنتايج برش آنزيمي وكتور     
 حـاوي  pGEM هضم تـك آنـزيم وكتـور    4  حاوي قطعه و چاهكpGEM وكتور 3 ، چاهكHind III و Nde Iبا دو آنزيم  هضم آنزيمي وكتور 2

  .دهد  نشان ميNdeIقطعه ما را توسط آنزيم 
  

  pET28aسازي در وكتور  زيرهمسانه
 برش  pET28aپس از تخليص توالي نوكلئوتيدي و       

ت خــورده بــا اســتفاده از ژل بــا دمــاي ذوب پــايين و كيــ
ــد    ــته ش ــاق گذاش ــنش الح ــيص از ژل، واك ــپس . تخل س

 BL21هـاي مـستعد    محصول واكنش الحـاق بـه سـلول   

DE3  دسـت   ههـاي ب ـ   پس از كـشت كلنـي     .  منتقل گرديد
  مايع و تخليص پلاسميد، صحت زير      LBآمده در محيط    

 و هـضم آنزيمـي      PCRسـازي بـا روش واكـنش         مسانهه
  ).ب.3الف و .3 تصاوير شماره(ييد شد أت

  
  ي بيان و تأييد پروتئين بيانيبررس

 مـايع و القـاء بـا        LB كشت كلنـي در محـيط        بعد از 
IPTG بـا اضـافه كـردن بـافر        .  شـدند  آوري جمع ها  سلول

 انجــامآوري شــده و  هــاي جمــع  ليزكننــده بــه ســلول  
ــر  ميكــرو20سونيكاســيون،  ــسيون حاصــل از ليت  سوسپان

 جوشـانده    پـس از   مخلـوط و  نمونـه   برداشته شد و با بـافر       
 الكتروفـورز  درصـد، SDS-PAGE 12وي ژل   ر بـر ن  دش

  كـه  بلـو نـشان داد     آميـزي ژل بـا كوماسـي        رنگ .گرديد
  بيــان شـده اســت قابــل توجـه  هـدف بــه ميـزان   يين ـئپروت

 در نهايت بيان توالي مورد نظر به        ).الف 4تصوير شماره   (
هاي نوروتوكـسين    بادي كمك روش ايمونوبلات با آنتي    

  ).ب 4تصوير شماره (ديد ييد گرأ تEبوتولينوم تيپ 
  

  
  

جهت بررسـي    pET28a وكتور   PCRنتايج  تصوير  :  الف 3تصوير شماره   
 1 نوتركيـب روي ژل آگـارز         در كلني هـاي    و تأييد زيرهمسانه سازي   

 PCR نتيجـه    3 و   2هـاي    چاهك.  است DNA ماركر   1 چاهك. درصد
 كنترل منفي است كنترل منفي بوده       4 چاهك. باشد مثبت دو كلني مي   

 نوتركيـب، كـه     pET28a را دارا بوده به جـز        PCRو همه مواد واكنش     
 نتـايج  تـصوير : ب    .هم حجم آن آب مقطر به مواد واكنش اضافه شد     

.  درصـد  1روي ژل آگـارز      pET28aبرش آنزيمـي وكتـور نوتركيـب        
ــه وكتــور  2 ، چاهــكDNA مــاركر 1 چاهــك  بــرش آنزيمــي دوگان
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 بـرش  3 ، چاهـك Hind III و NdeIهـاي    بـا آنـزيم  pET28aنوتركيب 
 وكتـور  4  و چاهـك Hind III با pET28aتك آنزيم وكتور نوتركيب 

  .دهد  تخليص شده را نشان ميpET28aنوتركيب 

  

  
  

الكتروفـورز پـروتيئن بيـان شـده بـا           نتيجـه    تـصوير  :الف 4 تصوير شماره 
ــتفاده از روش  ــاتوره روي اسـ ــدSDS-PAGE12دنـ ــتون.  درصـ : 1سـ

 پـيش از القـاء بـا        pET28aپلاسـميد نوتركيـب     باكتري ليز شده حاوي     
 حـاوي   1بـاكتري ليـز شـده كلـوني شـماره           : 3 و   2، سـتون    IPTGماده  

 سـاعت پـس از القـاء،    16 و 3 بـه ترتيـب   pET28aپلاسميد نوتركيـب    
ــماره   : 5 و 4ســتون  ــوني ش ــز شــده كل ــاكتري لي ــميد 2ب  حــاوي پلاس

: 7 و 6سـتون   ساعت پس از القاء، 16 و 3 به ترتيب  pET28aنوتركيب  
 به  pET28a حاوي پلاسميد نوتركيب     3باكتري ليز شده كلوني شماره      

بـاكتري ليـز شـده      : 9 و   8 سـاعت پـس از القـاء، سـتون           16 و   3ترتيب  
 16 و   3 بـه ترتيـب      pET28a حاوي پلاسميد نوتركيب     4كلوني شماره   

تــصوير  :ب   .نــشانگر وزن پــروتئين: 10ســاعت پــس از القــاء، ســتون 
 تيـپ بوتولينـوم   ناحيه كاتاليتيك نوتركيب نوروتوكـسين     وسترن بلات 

E .  پروتئين  ( كنترل منفي    نمونه: 1ستونBSA.( نمونـه كنتـرل    : 2  ستون
پلي پپتيد نوتركيب ناحيه اتصال دهنده نوروتوكـسين بوتولينـوم          (مثبت  
بـادي   هـاي قابـل شناسـايي توسـط آنتـي          تـوپ   كه داراي اپـي    Eتيپ    

محتـوي پروتئينـي    (مونه كنترل منفـي      ن :3 ونست. )باشد استفاده شده مي  
. )اند  القاء نشده  IPTG با ماده     كه هاي حاوي پلاسميد نوتركيب    باكتري
ناحيــه كاتاليتيــك نوروتوكــسين  ( نمونــه پــروتئين نوتركيــب:4 ســتون

  .نشانگر پروتئيني :5 ستون.  بلات شده)Eبوتولينوم تيپ 
  
  بحث

وكتـور  سازي تـوالي مـورد مطالعـه از          جهت همسانه 
pGEM-T Easyمزيـت اسـتفاده از ايـن    .  استفاده گرديد

 PCRوكتور اين است كـه نيـازي بـه بـرش محـصولات              
به دليل بيـان هترولـوگ،      . باشد براي الحاق به وكتور نمي    

بـه  . شـد ميـزان بيـان خيلـي ضـعيف باشـد            بينـي مـي    پيش

 پـايين و    GC كه توالي مورد نظر داراي مقـادير         خصوص
اما با وجود اين مشكلات توالي      . باشد هاي نادر مي   كدون

 E. coli BL21مورد مطالعه به خوبي در باكتري ميزبـان  

(DE3)  رسـد وجـود يـا عـدم وجـود           به نظر مي  . بيان شد
اي در  هاي نادر در ابتداي توالي نقش تعيين كننـده   كدون

هاي  بيان آن داشته باشد و در صورت عدم حضور كدون         
تـدايي تـوالي، مـشكل جـدي        نادر براي چند اسيدآمينه اب    
در تــوالي كدكننــده ناحيــه . بــراي بيــان آن ايجــاد نكنــد

ــپ   ــوم تي ــراي Eكاتاليتيــك نوروتوكــسين بوتولين  15، ب
ــا    ــدارد و ب ــادر وجــود ن ــدايي آن كــدون ن اســيدآمينه ابت

هـاي   هـاي برچـسب هيـستيدين و كـدون         احتساب كدون 
ناحيه حدفاصل برچسب هيستيدين تا كدون آغاز توالي،        

پپتيـد مـذكور      اسيدآمينه ابتدايي پلي   35مجموع براي   در  
رسـد ايـن پارامترهـا     به نظـر مـي    . كدون نادر وجود ندارد   

هاي نادر پشت سر هم      باعث شده است تا با وجود كدون      
. هاي مياني، توالي مورد مطالعه به خوبي بيـان شـود      بخش

Agarwal  به منظور تعيين ساختار ناحيه     )2004 ( و همكاران  
 اقـدام بـه بيـان       Eتيك نوروتوكسين بوتولينوم تيپ     كاتالي

رسد بـا توجـه    به نظر مي  . پپتيد مذكور كردند   نوتركيب پلي 
به نتيجه مثبت بررسي فعاليت آنزيمي توالي مورد مطالعـه   

  و همكاران، پروتئين نوتركيب توليد     Agarwalدر گزارش   
 .)20(شده در اين تحقيق نيز داراي فعاليت آنزيمـي باشـد          

، داراي CDCهــاي موجــود بــا مجــوز     توكــسين آنتــي
هزينـه اسـتفاده از     ،  هايي از نظر دسترسي بوده     محدوديت

 توكسين تنها تا قبل از اتصال      همچنين آنتي .  است ها بالا  آن
 سم به رسپتور خود در پايانه سلول عصبي و در مدت زماني           

بنـابراين  . ثر اسـت  ؤكه توكسين در جريان خون باشـد م ـ       
باشـد   داروها داراي محدوديت درماني مي    استفاده از اين    

 ثر خواهند بود كه در يك بازه زمـاني        ؤو تنها در صورتي م    
 مر باليني اوليه علايبعد از تظاه)  ساعت12كمتر از (محدود  

در چنـد سـال اخيـر تحقيقـات         . بوتوليسم اسـتفاده شـوند    
 هايي كـه بتواننـد     اي در جهت استفاده از مهاركننده      گسترده

 ل و ورود توكسين به سـلول فعاليـت كاتاليتيـك   بعد از اتصا  
  . را مهار كنند، انجام گرفته استزنجيره سبك
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 طي يكسري   )2008( همكارانش    و Adlerاز جمله،   
 به ترتيب   ،آزمايشات اعصاب فرنيك موش را جدا كرده      

 قـرار دادنـد     E و   A  ،Bهاي تيپ    در معرض نوروتوكسين  
 TSN (Toosendanin)سپس اعصاب آلـوده شـده را بـا    

ترپونوئيدي كه از پوست و ميـوه درختـي بـه            مشتق تري (
. تيمار كردند) آيد  به دست ميMelia toosendan inنام 

ــده  ــه دســت آم ــايج ب ــشان داد كــه ،نت ــل TSN ن ــر قاب  اث
، Aهاي هر سه تيپ      اي در مهار عملكرد توكسين     ملاحظه

B و Eــشان داد   .  دارد ــات ن ــن تحقيق ــايج حاصــل از اي  نت

انـسيل كانديـد شـدن بـه عنـوان يـك داروي          پت TSNكه  
درمــــان كننــــده بوتوليــــسم را دارد و در مقايــــسه بــــا 

 استفاده شده بـود،      كه قبلاً  (Antagonist) ها آنتاگونيست
  .)24(عملكرد بهتري دارد

Lai  بـا انتـشار نتيجـه تحقيقـات         )2009(  و همكاران 
خود بيان كردند كه مشتقات ماده كوينولينول داراي اثـر          

ــاري ــپ   مهـ ــبك تيـ ــره سـ ــت زنجيـ ــر روي فعاليـ  A بـ
 تحقيقات ديگري نيـز اخيـراً در ايـن زمينـه            .)25(باشند مي

انجــام گرفتــه اســت امــا هنــوز مهــار كننــده مناســبي كــه 
ــره ســبك    ويژگــي ــار فعاليــت زنجي ــراي مه هــاي لازم ب

ته باشــد، طراحــي و توكــسين و درمــان بوتوليــسم را داشــ
روي بر تحقيقات    علاوه بر آن بيشتر اين     توليد نشده است  

 تحقيقـات   ، انجـام گرفتـه    B و   Aهـاي    زنجيره سبك تيپ  
 گرفتـه   صـورت  در اين زمينـه      E تيپ   در مورد محدودي  

 در  Eاز طرفي با توجه بـه اهميـت و فراوانـي تيـپ              . است
داروي مناسب براي درمان بوتوليسم ناشـي از        ايران، توليد   

 فعاليــت هبيــشتر داروهــاي مهاركننــد . اســت ضــروريآن
  ) ناحيـه كاتاليتيـك   (سين در واقع عليه بخش آنزيمي       توك

  

شـوند بنـابراين توليـد سـريع و          سـاخته مـي   سم طراحي و    
كافي بخش كاتاليتيك سـم بـه منظـور بررسـي عملكـرد             

توانـد   هـا روي فعاليـت آنزيمـي آن مـي          انواع مهاركننـده  
پپتيـد   روند تحقيقات در اين زمينه را تسريع كند لـذا پلـي          

كه براي اولين بـار در      (ه در اين تحقيق     نوتركيب بيان شد  
تواند در   حائز اهميت است و مي    ) ايران انجام گرفته است   

 جهت بررسي عملكرد انـواع مهاركننـده        بعديتحقيقات  
  .روي فعاليت آن، مورد استفاده قرار گيرد

در پايان مي توان نتيجه گيـري كـرد كـه بـر اسـاس               
 لـستريديوم كدست آمـده، تكثيـر ژن از بـاكتري           هنتايج ب 

ــوم ــپ بوتولينـ ــسانهE تيـ ــور    و همـ ــازي آن در وكتـ  سـ

pGEM-T Easyسازي آن در وكتور بيـاني    و زيرهمسانه
pET28a       همچنـين نتـايج     . با صحت كامل انجـام گرفـت

بيان و تأييد صحت بيان، نشان داد كه توالي مورد نظر در            
  . به خوبي بيان شده استE. coli BL21 (DE3) باكتري

  

  سپاسگزاري
دكتر علي هاتف   ي   شائبه بيهاي   وسيله از كمك   بدين
آوري پژوهشگاه   دانشيار محترم بخش زيست فنسلمانيان

ملــي ژنتيــك ايــران و همكــاران محتــرم ايــشان تــشكر و 
همچنــين از زحمــات مهنــدس رضــا . شــود قــدرداني مــي

ــشكده     ــوژي پژوه ــد ميكروبيول ــناس ارش ــفري كارش ص
يلات ايـران   اكولوژي درياي خـزر مؤسـسه تحقيقـات ش ـ        

نامـه   اين تحقيق حاصل پايـان    . گردد تشكر و قدرداني مي   
 -گرايش علوم سلولي   شناسي زيستكارشناسي ارشد   دوره  

) ع(حسين رستمي در دانشگاه جامع امام حسين       مولكولي
  باشد مي
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