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  : چكيده
بدست خاص يك آنتي ژن اطلاعات دقيقي درمورد با استفاده از ايمونوگلبولينها مي توانيم  :هدفزمينه و 

 .شود استفاده ميكروماتوگرافي جذبي گلبولين ازروش  براي جداسازي اختصاصي يك كلاس ايمونو . آوريم
  در كروماتوگرافي كه بوده  اورئوسوس استافيلوكوكباكترينوتركيب   Aهدف اين مطالعه تهيه پروتئين

  . سرم استفاده ميگرددIgGبراي جداسازي جذبي 
هايي كه  پرايمركمك استخراج گرديد وب اورئوسوساستافيلوكوك يباكترژنومي  DNA: روش بررسي

در پلاسميد كلون PCR محصول  و انجام گرفتPCRطراحي شده بودند واكنش  Aبراساس ژن پروتئين 
 Aپروتئينژن . هضم گرديد EcoRI و NdeI  با انزيم هايپلاسميد نوتركيببراي جدا كردن ژن فوق . شد

  .گرديد  و در پلاسميد بياني ساب كلون شدخالص سازي 
 مي باشد با  نوكلئوتيد1435 كه داراي  PCRمحصول .  تكثير شدPCRبا روش  Aژن پروتئين : يافته ها

  .موفقيت در پلاسميد بياني كلون وتاييد گرديد
بي  واستفاده درستون كروماتوگرافي جذ نوتركيبپلاسميدنوتركيب براي بيان پروتئين :نتيجه گيري

  . سرم اماده ميباشدIgGمخصوص جداسازي 
   كلونينگ- اورئوسوساستافيلوكوك -A  پروتئين :واژه هاي كليدي

 
 
 
 
 
 
 
  

  

   دانشگاه آزاد اسلاميفناوري ميكروبيزيستمجله علمي
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  مجله علمي زيست فناوري ميكروبي
 

 .......  اورئوسوسستافيلوكوكاباكتري  Aكلونينگ ژن پروتئين

  
  

  مقدمه 
ــا  ــا يــ ــادي آنتيايمونوگلوبولينهــ ــا بــ ــصورت  هــ بــ

   هستندكه بطور كلونال ازجمله معرفهايي وپلي مونوكلونال
   قـرار  هـاي ايمونولوژيـك مورداسـتفاده      وسيع درتكنيك 

هـاي    باديها ازنمونـه  جداسازي اين آنتي . )1( گيرند يم
خام سرم يا مايعات بدن ومحـيط كـشت بـه مـا اجـازه                

درمورديك  تري دهد تابااستفاده ازآنها اطلاعات دقيق     مي
بــراي جداســازي  . ژن خــاص بــه دســت آوريــم آنتــي

ــو  ــك كــلاس ايمون ــصاصي ي ــولين ازروشــهاي  اخت گلب
  كروماتوگرافي جذبي  شود كه روش   مختلفي استفاده مي  

 G اي ـ Aپـروتئين  از دراين مـورد  .ست اتر  از بقيه رايج
  و همكـاران     Ankerst .)2-6 (دميكربها استفاده ميشو  

 بـاكتري   A سرم بـه پـروتئين   IgG% 95دريافتند كه 
ــتافيلوكوك ــوسوساس ــشود   اورئ ــصل مي ــا ). 7( مت انه

 مـي توانـد     ، روش  ايـن  سـادگي بعلـت   پيشنهاد كردنـد    
ژل فيلتراسـيون و گراديـان      ز روشهايي مانند    مناسب ترا 

ــد   ــا باش ــولين ه ــداكردن ايمونوگلوب ــراي ج ــاكارز ب . س
Mallinson,     و همكـــاران بـــراي جـــدا كـــردن

و خانم هاي مشكوك به روبـلا        از سرم    ايمنوگلوبولين ها 
 وساســتافيلوكوك Aز پــروتئين بيمــاري اتــشخيص 

 ـ  ا )  8( استفاده كردند    اورئوس ين تصال غيركووالانسي ب
 ايمونوگلوبولين  Fcباكتريايي با بخش   GياAپروتئين 

(IgG) G      سبب شـده تـا امروزبـسياري از محققـين  
 . استفاده نماينـد  IgGازآين خاصيت براي جداسازي  

با استفاده ازتكنيـك كرومـاتوگرافي       اين روش جداسازي  
  اي مرحلـه  و يـك   سـازي سـريع   جذبي يك روش خالص

يمونوگلوبولينهـاي كـلاس    جدا شـدن ا    است كه موجب    
IgG       از محلول مـورد نظـر شـده و بقيـه ناخالـصي از 

واكنش نـشده    جمله ساير كلاسهاي ايمونوگلبولين وارد    
تـوانيم بـه يـك     با اين تكنيك ما مـي  . شوند وخارج مي

محصول هموژن از محلـول ناخـالص و نـاهمگون اوليـه            
سـازي   درانجام فرآيند خـالص  A  پروتئين .دست يابيم

باشـد ايـن پـروتئين ازيـك         ق داراي نقش اساسي مي    فو
كيلودالتوني سـاخته شـده كـه ازديـواره       42پپتيد  پلي

 جداسـازي وتخلـيص      اورئـوس  وساسـتافيلوكوك سلولي  
به دليل تمايل فـراوان ايـن پـروتئين بـراي      شده است 

بـسياري    IgGمولكـول    Fcتركيب واتصال بـا بخـش  
ــوان از ــه عن ــروتئين ب ــن پ ــستانداران، اي ــرف پ  يــك مع

استاندارد درتكنيكهاي ايمونوشيمي مورد استفاده وسيع      
بـــراي  Aلاوه بركـــاربرد پـــروتئين عـــ .باشـــد مـــي

بـــا روش كرومـــاتوگرافي جـــذبي،   IgGجداســـازي
ــرد،   ــراوان قرارميگي درروشــهاي ديگرنيزمورداســتفاده ف

 Radioimmunoهـا،  ازجمله مطالعات سـطح سـلول  
assay (RIA)  ،Enzymeimmunosorbent 
assay (EIA)  ،Immuno precipitations    

با توجه به اينكه امروزه . )10، 1،9 (وبسياري موارد ديگر
به دليل بهداشتي اين پروتئين را بصورت نوتركيب تهيه         

 Aژن پـروتئين    كلونينـگ   ق  ي ـتحقهـدف ايـن     ميكنند  
بيـاني  د  ي در پلاسـم    اورئـوس  وسلوكوك ـياستا ف  يباكتر

  . بوده است
  روش بررسي

 كـه از مـوارد بـاليني         اورئوس وساستافيلوكوكتري  باك 
آن   DNAدرآزمايشگاه كشت داده شـد و جداشده بود 

ــتخراج گرد ــاســ ــوالي ژن  .  )11 (ديــ ــاس تــ براســ
SAU54636     سمت .  يك جفت پرايمر طراحي گرديد

 `5  و سـمت  NdeI  پرايمر فوروارد جايگـاه انـزيم   `5
ر داده   قرا EcoRIپرايمر ريورس جايگاه شناسايي انزيم      

 انجـام  PCR مـذكور واكـنش  ي مرهـا ي بكمك پرا. شد
 T/A cloningبـصورت   PCRمحصول   .)12 (گرفت

محـصول  . )13( كلـون شـد      Bluescriptدر پلاسميد   
 و براي   )14 (واكنش درون سلول پذيرا ترانسفرم گرديد     

 روي پليـت اگـار حـاوي    ،  غربالگري پلاسميد نوتركيـب   
X-gal - IPTG هـاي سـفيد   كلنـي  .  پخش گرديد )

 وبعـد  )15( انتخـاب شـدند  ) حاوي پلاسميد نوتركيب 
و روي  ) 16( پلاسميدانهااستخراج گرديـد  ،  ت انبوه ازكش

ــد   و بــاانزيم هــاي   ). 17(  ژل اگــارز الكتروفــورز ش
واكنش هـضم   .  محدودالاثر فوق كلونينگ ژن تاييد شد     

انزيمي روي ژل اگارز با نقطه پـايين الكتروفـورز شـد و             
از روي ژل )  جـدا شـده از پلاسـميد    DNA قطعه( ژن  

  كلروفرم خالص سازي گرديـد -بريده شد و با روش فنل     
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  و همكارانبهرام كاظمي

  .ساب كلون گرديد و در پلاسميد بياني )18(
  

  يافته ها
DNA    باكتري استخراج گرديد و بكمك پرايمـر هـاي 

.  انجـــام گرفـــت PCRطراحـــي شـــده واكـــنش   
 درصد الكتروفورز شـد  1روي ژل اگارز   PCRمحصول

 DNAد از رنگ اميزي با اتيديوم برومايد نوارهـاي          وبع
مربـــــوط بـــــه تكثيـــــر ژن  بـــــا دســـــتگاه     

UVtransilluminatorــد ــشاهده گردي ــكل .  م  1ش
ــروتئين  PCRمحــصول  ــدادA ژن پ ــا تع  1435  راب

    در پلاسميدPCRمحصول .  نوكلئوتيد نشان ميدهد

T/vector (Bluescript)   ــصول ــد و مح ــون ش كل
ا ترانسفرم شد و روي پليـت اگـار         واكنش در سلول پذير   

كلنـي هـاي   .   پخـش گرديـد   X-gal - IPTGحاوي 
. سفيد انتخاب شدند و پلاسميد انها اسـتخراج گرديـد           

پلاسميد نوتركيـب اسـتخراج گرديـد و بـا انـزيم هـاي              
NdeI   و EcoRI         هضم گرديد و روي ژل اگارز با نقطه 

ن   مربوط به ژ DNAذوب پايين الكتروفورز شد و نوار 
 –و بـا روش فنـل       ) 2شـكل   ( توسط چاقو بريـده شـد       

ــد و   ــازي گردي ــالص س ــرم خ ــانيكلرف ــميد بي  درپلاس
pET21aساب كلون شد .   

 

  
 A مربوط به ژن پروتئين PCR محصول آگارز ژل الكتروفورز : 1شكل 

 
 

 
 

 جدا شده است مشاهده   كه از پلاسميدA مربوط به ژن پروتئين DNA نوار،  هضم انزيمي پلاسميد نوتركيب-2شكل 
 .ميگردد
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  مجله علمي زيست فناوري ميكروبي
 

 .......  اورئوسوسستافيلوكوكاباكتري  Aكلونينگ ژن پروتئين

 
  بحث 

آنتي باديها به طورگـسترده درتكنيكهـاي ايمونولوژيـك         
   آنها ازنمونه هاي خام سرم ي جداسازيكاربرد دارندوبرا

  يا مايعـات بـدن ومحـيط كـشت ازروشـهاي متعـددي             
 از انهـا روش كرومـاتوگرافي       يك ـيشود كـه    ي ـاستفاده م 

 اورئـوس  وساسـتافيلوكوك  A نيتوسـط پـروتئ  جـذبي  
  بايدازقبل  تمام عوامل مؤثردرتوليـد يـك          .)2 (باشديم

ن را شناسـايي    يپروتئين و قبل ازآن بيان ژن آن پـروتئ        
كرده باشيم تا بتـوانيم از بروزعوامـل بازدارنـده تـا حـد              

 ينـگ ژن ضـرور    ين كلون يبراان ـ ب امكان جلوگيري كنيم  
 .رسديبنظر م

راج  اقـدام بـه اسـتخ   همكاران و Sting  1990 درسال 
 .)19( از ديـواره سـلولي بـاكتري نمودنـد           Aپرو تئـين    
 بـا كـشت   1985 در سـال   Guss, Mota همچنـين 

سويه موتانت اين باكتري كه اين پـروتئين را بـه شـكل             
پروتئين خارج سلولي توليد و ترشح مي كـرد اقـدام بـه      

ــد  ــروتئين كردن ــن پ ــتخراج اي ــرا .)20-22( اس   "  اخي
Hopp      از رزين پروتئين     و همكاران با استفادهA  درون 

 خانـه اي روش جديـدي بـراي خـالص           96پليت هـاي    
  ).23(سازي انتي باديهاي مونوكلونال ابداع نمودند 

اسـتافيلوكوكوس  با توجـه بـه پـاتوژن بـودن بـاكتري              
 و احتمال آلودگي هم چنين با توجـه بـه عـدم             اورئوس

ــذا توليــد ايــن پــروتئين از طريــق   خلــوص محــصول ل
  و Kobayash   .در اولويت قرار گرفـت كلونينك ژني 

  كـه ژن ايـن پـروتئين در نـواحي         ند نشان داد  همكاران  
مختلـف داراي پلـي مورفيـسم مـي باشـد و            جغرافيايي  

 ايـن بـاكتري،     xبراساس پلي مورفيسم در منطقه ژني         
و ايـن نكتـه بيـانگر تـاثير          جدا نمود      سويه باليني    42

  ).  24( در شيوع اين باكتري مي باشد Aپروتئين 
 اين موضوع بيانگر ميل تركيبي بيشتر پروتئين     "احتمالا

A سويه بومي با  IgG  افراد آن ناحيه ميباشد كه اين 
فرآيند هم به فرار باكتري از اپسونيزاسيون كمـك مـي           

  . كند و هم باعث افزايش پاتوژنسيته باكتري مي شود 
اي تشخيـصي ايمونولوژيـك و      چنانچه براي انجام تسته   

 از سـويه  بـومي       Aموارد استفاده درماني ، ژن پروتئين       

پـروتئين نوتركيـب حاصـل بـا        . استخراج و كلون گردد     
Affinity           بيشتري وارد واكنش مـي شـود و درنتيجـه 

  .حساسيت تست  افزايش يابد 
  A نيز هماننـد پـروتئين    Gنكته ديگر اينكه پروتئين 

 مي باشد با اين تفاوت كـه        Fcgناحيه  قادر به اتصال به     
 با ميل تركيبي بيشتري وارد واكـنش مـي    Gپروتئين 

 واكـنش ميدهـد در      IgGشودوبا تمـام زيـر كلاسـهاي        
 واكــنش نمــي دهــد IgG3 بــا Aحاليكــه پــرو تئــين 

 Fab بـا قـسمتي از   FC علاوه بر قـسمت   Gپروتئين 
نيز واكنش ميدهد كه اين امـر باعـث         ) ناحيه داربست   (
اهش حساسيت تستهاي تشخيصي خواهد شد و ديگر        ك

 داراي سكانـسي مـي باشـد كـه بـه            Gاينكه پـروتئين    
آلبــومين متــصل ميــشود و چنانچــه قــصد اســتفاده از  

 را داريم اين قسمت در  IgG براي تخليص Gپروتئين 
بنابراين براي رسيدن به يـك      . پروتئين بايد حذف شود     

  . بايد انجام داد پروتئين مفيد پروسه طولاني تري را 
Warnes    طي فرآيند كلـون  1993در سال   و همكاران 

كردن اين پروتئين مشاهده كرد كه بيان ايـن پـروتئين           
 باعـث تجمـع ايـن     E.coliبصورت كامـل در بـاكتري   

پروتئين در غشاء باكتري مي شود كـه در نتيجـه مـانع             
و اگر ژن قطعه غشائي حذف  مي گردد Septa تشكيل 

   .)25(ل نيز برطرف خواهد شد شود اين مشك
  

  نتيجه گيري
ــروتئين   ــق ژن پـ ــن تحقيـ ــاكتري A در ايـ ــتا  بـ اسـ

 با موفقيت در پلاسميدبياني كلـون        اورئوس وسفيلوكوك
. براي ابراز پروتئين اماده ميباشدپلاسميد نوتركيب  . شد

تهيــه ســتون كرومــاتوگرافي پــروتئين نوتركيــب بــراي 
  .كاربرد دارد از سرم IgG جدا كردن منظورجذبي ب
  قدرداني تشكر و

 اين مطالعه با پشتيباني مالي معاونت پژوهشي دانشگاه        
ــات    ــز تحقيق ــشتي و در مرك ــوم پزشــكي شــهيد به عل
. بيولوژي سلولي و مولكولي دانـشگاه انجـام شـده اسـت     

بدينوســيله نويــسندگان از مــسئولين مربوطــه تــشكرو  
  .قدرداني مي نمايند
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