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  باکتریاییHBsu ضد   monospecificتولید آنتی سرم پلی کلونال

 1رعنا صمدي  ،1سیده مهسان بنی جمالی، 2مژگان بنده پور،  1صغري قدسی ،1پریناز قدم
  ایران ،تهران ، )س(دانشگاه الزهرا،دانشکده علوم پایه ،گروه زیست شناسی - 1
  ایران،تهران ،زشکی شهید بهشتیدانشگاه علوم پ ،مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی مولکولی - 2

  pghadam@alzahra.ac.ir. )س(دانشگاه الزهرا، دانشکده علوم پایه ،گروه زیست شناسی ،پریناز قدمدکتر : لؤونویسنده مس
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  چکیده 
           Bacillus subtilisدر باکتري  HUعضو خانواده پروتئین هاي شبه هیستونی  HBsu پروتئین :زمینه و هدف

با توجه به اهمیت این گروه از  .در ساختمان و عملکرد نوکلئوئید باکتریایی ایفا می کند این پروتئین نقش مهمی .می باشد
بیان شده خالص به عنوان ایمونوژن به خرگوش تزریق HBsu در این تحقیق  ،HUپروتئین ها و شباهت اعضاي خانواده 

در تحقیقات بعدي  می باشد تا لونالآنتی سرم پلی کو تولید  HBsuهدف از این مطالعه بررسی خاصیت ایمونوژنی . شد
  .در باکتري هاي دیگر استفاده شود HUبراي شناسایی سایر اعضاي خانواده 

که قبلا تهیه شده بود  ATCC 6633  Bacillus subtilis باکتري  hbsبیان شده از ژن  HBsu پروتئین :روش بررسی
   .از ایمونو بلات استفاده شد ،ه منظور تائید تهیه آنتی سرمبا یک برنامه ریزي بیست روزه به دو سر خرگوش نر تزریق و ب

   تهیه شد و نهایتا حضور آنتی سرم به وسیله ایمونو بلات HBsu آنتی سرم علیه پروتئین ،پس از بیست روز :یافته ها
روتئین شبه هیستونی پ از HBsuهمچنین براي تائید کارایی آنتی سرم تهیه شده در شناسایی پروتئین هاي شبه . گردید تائید

 .که جواب مثبت بود استفاده شد Halobacillus karajensisاستخراجی از 

. می باشد HBsu روش مورد استفاده روشی سریع و با کارآیی بالا براي تولید آنتی سرم علیه  پروتئین: نتیجه گیري
    به اندازه اي است که Bacillus subtilis از باکتري HBsu با پروتئین Halobacillus karajensis   HU  شباهت 

  .را نیز شناسایی کند HUمی تواند این پروتئین  HBsuآنتی سرم ضد 
    monospecificآنتی سرم پلی کلونال  ، HBsu،  Bacillus subtilis پروتئین شبه هیسونی  :واژه هاي کلیدي

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  17- 22 صفحه ،هفتم شماره دوم، دوره ،1389 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

  monospecificتولید آنتی سرم پلی کلونال
نفت   هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري   مقدمه

یک  (Histon like protein HU شبه هیستونپروتئین 
 E.coliپروتئین بازي است که براي اولین بار از باکتري 

توالی آمینواسیدي آن بسیار شبیه پروتئین  .جداسازي شد
H2B  یوکاریوتی بوده و پروتئین هاي شبیه آن در      

پروکاریوت ها و همچنین اندامک هاي یوکاریوتی بسیاري از 
شده است ي کروي تشکیل از یک بدنه   HU.می شود یافت

هر چند  ).1(که دو بازوي حاوي نوار بتا از آن خارج شده است 
متصل می شود  DNAکه این پروتئین به طور غیر ویژه به 

فراپیچ و  DNA  ولی با این حال تمایل بالایی براي اتصال به
بدون کمک هیچ نوع کوفاکتور یا  HU).2(صلیبی شکل دارد

اتصال تصادفی  .شود پروتئینی به اسیدهاي نوکلئیک متصل می
و  DNAمنجر به ایجاد خمیدگیهاي بسیار در  HUو غیر ویژه 

  ).3(می شود % 50کاهش طول آن تا حدود 
  DNAفراپیچ  عملکرد این پروتئین با تسهیل فعالیت ژیراز بر

همچنین این پروتئین در . و کنترل رونویسی تاثیر می گذارد
در ترمیم   HU).4(نقش مثبت دارد  DNAآغاز همانند سازي

DNA  موثر است به طوري که می تواند ترمیمDNA  تخریب
را در شرایط آزمایشگاهی القا   UVشده بر اثر اشعه ایکس و 

از این ترمیم بی بهره  HUکند در حالی که سلول هاي فاقد 
  ).5(بوده و داراي مقادیر زیادي از شکستگیها هستند

ر پروکاریوت هاي د HUتوالی اسید آمینه اي اعضاي خانواده  
این شباهت در بین   ).6(شباهت دارند %20مختلف حداقل 

سویه هاي مختلف یک گونه بیشتر است به طوري که در میان  
گونه هاي مختلف باسیلوس  HUشبه هیستونی  هاي پروتئین
(HB)  شباهت % 80که تا بحال تعیین توالی شده اند بیش از

دارد   HUفقط یک  Bacillus subtilis ).7(دیده شده است
 ).8(کد می شود  hbsنامیده می شود و توسط ژن  HBsuکه 

باکتري  HUشباهت آمینواسیدي با  %50این پروتئین حدود 
E.coli همچنین  .داردHBsu    باکتريBacillus subtilis 

 Bacillus stearothermophilis (Bstباکتري  HUو 
HU)  سه بعدي با هم شباهت دارند و ساختار % 90حدود

این به منظور بررسی شباهت بنابر ).7(تقریبا مشابهی دارند 
HU ا باکتري هاي مختلف بHBsu  و همچنین تشخیصHB 

ضروري  HBsuتولید آنتی سرم ضد  ،در باسیلوس هاي مختلف
به همین  منظور در این تحقیق پروتئین . به نظر می رسد

HBsu  به  ،ی سرمآنت براي تولید .)9(که قبلا بیان شده بود
 پلی کلونال خرگوش تزریق شد و به این ترتیب آنتی سرم

monospecific  تهیه و کارآیی آنتی سرم بدست آمده بررسی
  .گردید

  
 روش بررسی

کیلوگرم از  5/2خرگوشهاي نر با وزن  :حیوانات آزمایشگاهی
انستیتو پاستور خریداري شدند و از غذا و آب استاندارد استفاده 

  .نمودند
  

در این مطالعه  :ه هاي باکتریایی و شرایط کشت آنهاسوی
Bacillus subtilis ATCC 6633 مرکز پژوهش هاي  از

 TSAعلمی و صنعتی ایران خریداري و بر روي محیطهاي 
(Tryptone Soya Agar)  جامد وTSB (Tryptone 

Soya Broth)   مایع کشت داده شد.  
Halobacillus karajenesis MA2

T  گاه از آزمایش
میکروبیولوژي دانشگاه تهران تهیه شد و بر روي محیطهاي 

نمک % 10نمک و نوترینت براث با % 10کشت نوتینت آگار با 
  .کشت داده شد

  
در تحقیقات قبلی در همین آزمایشگاه این ژن  :hbsبیان ژن 

   الکتروفورز ژل بیان شده و محصول آن تخلیص و نتیجه با 
  ).9(رسی گردیده بودبر SDS پلی آکریل آمیدحاوي

  

حجم  برابر بیومس باکتري در چهار :HBsuاستخراج پروتئین 
     Tris/HCl 20mM, شامل  Aبافر ( حل شد Aاز بافر 

pH7.8   , NH4Cl 20 mM, 10ستات منیزیم اmM  ,  
2-mercaptoethanol 5mM 37یک ساعت در  .)می باشد 

کوبه شد ان mg/ml 10 درجه سانتی گراد در حضور لیزوزیم 
درجه سانتی گراد  4در  9KHzو  W 180دقیقه  در  3سپس 

   درجه  4دقیقه در  20به مدت  g 15000سونیکه و در 
 4   در ه مدت دو ساعت وب g 260000سانتی گراد و بعد در 

        نهایتا مایع رویی .درجه سانتی گراد سانتریفوژ گردید
تئین مورد نظر پرو%  65-90جمع آوري و با آمونیم سولفات 

  ).10(رسوب داده شد 
  

براي بررسی  :SDSالکتروفورز با ژل پلی آکریل آمیدحاوي
پروتئین طبیعی استخراح شده و پروتئین بیان شده از 

مطابق روش  SDSحاوي % 15 الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید 
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، دوره دوم، شماره هفتم89زمستان   

  و همکاران قدم پریناز

       و R 250و رنگ آمیزي با کوماسی بلو  استفادهلاملی 
  ).11(متانول اسید استیک انجام شد رنگ بري با محلول

  
سرم  آنتی :باکتریایی در خرگوش HBsuتولید آنتی سرم ضد 

بیان شده و خالص باکتریایی در خرگوش  HBsuدر مقابل 
    300بدین منظور در هر تزریق داخل پوستی  .تهیه شد

براي اولین  .حل شد lµ 1300 PBSمیکروگرم ایمونوژن در
ه ها با حجم مساوي از ادجوانت کامل تزریق داخل پوستی نمون

فروند و براي دو تزریق داخل پوستی دیگر نمونه ها با حجم 
 150نهایتا  .مساوي از ادجوانت ناقص فروند امولسیون شدند

حل و بطور داخل  lµ 670 PBS گرم پروتئین در درمیکرو
فاصله زمانی سه تزریق اول  .رگی و بدون ادجوانت تزریق شد

پس از  .)1جدول(خرین تزریق ده روز بودیک هفته و آ
درجه سانتی گراد  -20سرم جمع آوري شده در  ،خونگیري

   .نگهداري شد
  

اجزاي پروتئین استخراج شده که بوسیله  :بلاتایمونو
 100جدا شده بود با  SDSالکتروفورز با ژل آکریل آمید حاوي 
و در  گراد درجه سانتی 4ولت و به مدت یک ساعت و در 

 14.4g,methanolبلات ایمونوبافر  حضور
200cc,water800cc) (Tris3g,glycine  به غشاي

 از شرکت سیگما (Whatman protran BA83)نایلونی
بدین منظور غشاي  ).13و 12(منتقل و سپس ایمونوبلات شد

در   حاوي بندهاي پروتئینی تثبیت شده بعد از دو بار شستشو
به  TBS (mM Tris pH 8, 150mM NaCl 10)محلول 

          BSAدرجه سانتی گراد در  37مدت یک ساعت در 
انکوبه و دو بار به ) محلول بلاك کننده(  TBS محلول در % 3

و  TBST(TBS ,0.1% Tween  20)دقیقه در  10مدت 
تمامی مراحل  .شسته شد TBSدقیقه در  10یک بار به مدت 

  کنش باوا .شستشو و انکوبه کردن روي شیکر انجام گردید
در دماي اتاق  ) 5000/1رقت ( TBSآنتی سرم رقیق شده در 

و به مدت یک ساعت انجام شد و پس از دو بار شستشو با 
TBST  بزي کونژوگه با  آنتی سرم  دقیقه غشا با 10به مدت

پژوهشکده ابن (خرگوشی  آنتی سرم IgGپروکسیداز ضد 
اي در دم )1000/1رقت ( TBSرقیق شده در محلول  )سینا

نهایتا غشا پنج بار به  .اتاق و به مدت یک ساعت انکوبه شد
 20 ،شسته و براي تولید رنگ TBSTمدت پنج دقیقه با 
 درجه سانتی گراد در محلول سوبسترا 37دقیقه غشا در دماي 

,500 mlTris 1mM,3µl H2O2) DAB 6mg ) از
   .انکوبه شد )شرکت سیگما

  
  وشبه خرگ HBsuبرنامه تزریق . 1جدول

  
  
  

 یافته ها
 Bacillus subtilis از hbsژن  ،به منظور تهیه ایمونوژن

ATCC 6633  1شکل (بیان و تخلیص شد( .  

  
و رنگ آمیزي % 15الکتروفورز بر روي ژل پلی آکریل آمید .1شکل 

 بیان شده و خالص شده HBsu:  1ستون  )9(با کوماسی بلو
  ) Fermentasاز(سایز مارکر پروتئینی: 2 ستون

  

 زمان
  تزریق

نوع تزریق 
  وخونگیري

نوع 
  غلظت  ادجوانت

تزریق داخل   روز شروع
  پوستی

ادجوانت 
 µ300 g /1300µl  کامل فروند

یک هفته 
  بعد

تزریق داخل 
 پوستی

ادجوانت 
 µ300 g /1300µl  ناقص فروند

یک هفته 
  بعد

تزریق داخل 
 پوستی

ادجوانت 
 µ300 g /1300µl  ناقص فروند

ده روز 
  بعد

داخل  تزریق
  رگی

بدون 
 µg/670 µl 150  ادجوانت
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

  monospecificتولید آنتی سرم پلی کلونال
نفت   هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري  سرم، خرگوشخونگیري از با  ایمونوژن تولیدياز تزریق  پس

آن جمع آوري شد و به منظور تائید تولید آنتی سرم علیه 
HBsu به منظور تائید کارآیی آنتی سرم به دست آمده در  و

محصول استخراج  ، HBsuشناسایی پروتئین هاي شبه 
% 80که با آمونیوم سولفات   Bacillus subtilisپروتئین از 

محصول استخراج  بود و HBsuترسیب شده بود و حاوي 
که با آمونیوم   Halobacillus karajenesisپروتئین از 

رسوب داده شده بود و احتمالا پروتئینی شبیه % 65سولفات 
HBsu پلی آکریل آمید حاوي % 15داشت بر روي ژلSDS 

  ).2شکل (الکتروفورز شد
  

  
 SDSحاوي %15الکتروفورز بر روي ژل پلی آکریل آمید  .2شکل 

 Halobacillus karajenesisپروتئین استخراج شده از  :1

پروتئین استخراج شده از : 4 .سایز مارکر پروتئینی: 3و2
Bacillus subtilis  

  
  

سپس پروتئین هاي فوق برروي غشاي نایلونی با استفاده از 
  ).3شکل (ده ایمونوبلات شدآنتی سرم به دست آم

  

  
  HBsuایمونوبلات با اسفاده از آنتی سرم ضد پروتئین . 3شکل 

  Halobacillus karajenesisپروتئین استخراج شده از : 1
  Bacillus subtilisپروتئین استخراج شده از : 2

 بحث
عضو از خانواده پروتئین هاي شبه هیستونی با  30بیش از 

شناخته   pH7بار خالص مثبت در اسید آمینه و  90حدود 
پروتئین  ).14(می باشد HUشده اند که یکی از آنها خانواده 

HU  به صورت دایمر نقش مهمی در اتصال بهDNA  و    
توالی  ).15(خم کردن و همچنین در عملکرد آن بازي می کند

 اسید آمینه اي این پروتئین در سویه هاي مختلف یک گونه 
پروتئینی  Bacillusدر گونه هاي مختلف    .نیز تفاوتهایی دارد

     ).7(می شود نامیده HB وجود دارد که HUبسیار شبیه 
که تاکنون تعیین توالی شده اند  HBدر بین پروتئین هاي 

 ).16(شباهت به چشم می خورد% 80بیش از 
Bacillus subtilis  توسط ژنhbs  فقط یک پروتئینHB 
ین بدین معنی است که در این و ا HBsuبیان می کند به نام 

  ).7(کند دایمر عمل می  باکتري این پروتئین به صورت همو
و نقش آن  DNA در عملکرد HU با توجه به اهمیت پروتئین

بررسی  DNAآغاز همانند سازي و ترمیم  ،در کنترل رونویسی
   این پروتئین در باکتري هاي مختلف مورد توجه محققین 

از آنجا که اولین اقدام در این بررسی  .)4و5(قرار گرفته است
اثبات حضور آن می باشد بنابراین تولید آنتی سرم علیه آن و 
استفاده ابزاري از آن براي تایید حضور این پروتئین لازم به نظر 

از  HBsuاین مطالعه پروتئین  به همین جهت در .می رسد
که قبلا بیان و  Bacillus subtilis ATCC 6633باکتري 

 .لیص شده بود به عنوان ایمونوژن به خرگوش تزریق شدتخ
علت استفاده از پروتئین خالص تولید آنتی سرم پلی کلنال 

monospecific مشکلی  ،بود تا حضور ناخالصی در ایمونوژن
معمولا تولید آنتی سرم  .در ایمن شدن حیوان ایجاد نکند

روشی وقت گیر است و طولانی بودن پروتکل همواره همراه 
خطراتی همچون از دست رفتن حیوان ایمن شده می باشد که 
به این ترتیب نیاز به مراقبت خاصی از حیوان است تا پروسه 
ایمن سازي تکمیل شود ولی در روش به کار رفته به دلیل 

نی حیوان در کوتاه مدت و با تحریک بسیار زیاد سیستم ایم
مطابق با هدف این  .آنتی ژن بسیار کم پاسخ گرفته شده است

تحقیق نه تنها این آنتی سرم پروتئین طبیعی را شناخت بلکه 
Halobacillus karajenesis MA2پروتئین  مشابه در 

T  
را نیز شناسایی کرد که این خود آغازي براي مطالعات بعدي در 

  .باشداین باکتري می 
  
 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

                                                                                                                                                                        21 

، دوره دوم، شماره هفتم89زمستان   

  و همکاران قدم پریناز

  نتیجه گیري
آنتی سرم پروتکل به کار گیري شده کارآیی بالایی براي تولید 

دارد و کوتاهی  HBsuعلیه  monospecificنال وپلی کل
  .زمان تولید بر مزیتش می افزاید
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