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  2، علی رضایی1مجید علی پور،     *1مریم قاجار کوهستانی

  

  
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم دانش آموخته میکروبیولوژي،-1
  بابل واحد  دانشگاه آزاد اسلامیگروه سلولی و مولکولی ، -2
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم،گروه میکروبیولوژي  -3

  مریم قاجار کوهستانی، دانش آموخته میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم :نویسنده رابط
  

  Email:Maryam.Qajar@yahoo.com     09113532904:همراه
  

   :چکیده
. اياز باکتري ) B12 )BtuBتولید وشناسایی پروتئین اتصالی پري پلاسمی انتقال دهنده ویتامین  :زمینه و هدف

  .O157:H7 کولی
است با موفقیت تکثیر  B12 که مسئول تولید پروتئین انتقال دهنده ي ویتامین btuBژن کد کننده  :روش بررسی

از طریق وکتور به پروتئین  His-tagاضافه شد تا  + PET28 (a)این ژن با حذف کدون خاتمه به وکتور . گردید
کل  SDS- PAGE، آنالیز  IPTGالقا سلول ها با ، Ecoli BL21 (DE3)رم سازه در بعد از ترنسفو. اضافه شود
  .انجام شد پروتئین ها

  . کیلو دالتون مشاهده گردیده است 66پروتئینی با وزن مولکولی  :یافته ها
  . کیلو دالتون 66با وزن مولکولی BtuBاي و تولید پروتئین  bp 1845 ژن  تکثیر :نتیجه گیري

   B12  ،  BtuB، Ecoli O157 H7 ،Cloningویتامین  : ديکلمات کلی
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  :مقدمه
همه ي ارگانیسم ها به کوفاکتور ارگانومتالیک مثل  

کوبالامین نیاز دارند و آن را باید از منابع خارجی بدست 
چندین آنزیم، به کوبالامین به عنوان کوفاکتور نیاز . آورند
ورود مواد  باکتري هاي گرم منفی براي . )4و11(دارند

نیاز  ،غشاي خارجیمانند کوبالامین از عرضکم نیاز غذایی 
دهنده ي غشاي خارجی، شیب الکترو شیمیایی در  به انتقال

 غشاي سیتوپلاسمی و کمپلکس پروتئینی غشاي داخلی

TonB- EXb B- EXb Dانتقال . )3و4و6و10(دارند
ساختمان معمولی بشکه  BtuBدهنده ي غشاي خارجی 

  :این انتقال دهنده داراي دو دومین است. دي بتا دار
رشته  22دومین بشکه ي بتاي غشاي خارجی که داراي  -1

ارتباط رشته هاي بتاء، به وسیله . ي بتاي غیر موازي است
لوپ خارج سلولی طویل و پیچ هاي کوتاه  11ي 
  . پلاسمی برقرار می شود پري

دود دومین کرك یا توپی که کانال بشکه ي بتا را مس -2
ترمینال این پروتئین قرار  N–دومین کرك در . می کند

است که در  Ton B – Boxگرفته است و داراي 
انتقال کوبالامین از . قرار گرفته است 12-6باقیمانده هاي 

غشاي خارجی اما وابسته به انرژي است  BtuBرسپتور 
فاقد انرژي است به دلیل اینکه پورین موجود در غشاي 

گردد بنابراین انرژي  ز ایجاد شیب غلظت میخارجی مانع ا
 Tonدر غشاي سیتوپلاسمی تولید می شود و به وسیله ي 

B لوپ هاي . )3و4و10(به غشاي خارجی منتقل می شود
نقش  B12در اتصال به ویتامین  L3و  L2خارج سلولی 

وارد پري  BtuBبعد از عبور  B12ویتامین . )3(دارند
متصل می  BtuFن اتصالی پلاسم و در آنجا به پروتئی

 ABC ي و به وسیله ي آن به انتقال دهنده )3و10(شود
 Btuو  Btu Cاین انتقال دهنده از پرمئاز . منتقل می شود

D  تشکیل شده است کهBtu C  داراي جایگاه اتصال به
ATP  است که انرژي انتقال را با هیدرولیزATP  فراهم

ئین از ژن کد کننده ي این پروت. )1و7و9(می کند
  . )6(تشکیل شده است جفت باز1845

  : ها  مواد و روش
  مواد شیمیایی و آنزیم ها  -

از شرکت ژن فن آوران، آنزیم  Taq Polymeraseآنزیم 
T4 Ligase  از شرکت فرمنتاز، آنزیم هاي اندونوکلئاز
از شرکت سیناژن و بقیه ي مواد شیمیایی از محدود کننده 

  . گردید تهیه Merckیا  Sigmaشرکت 
از ژل و کیت تخلیص پلاسمید از  DNAکیت جداسازي 

تهیه و پرایمرها نیز توسط همین ) کره( Bioneerشرکت 
  . سنتز گردیدند (Bioneer)شرکت 

  سویه هاي باکتریایی، پلاسمید و محیط کشت  -
 Ecoli O157 H7 (ATCC 43889)  از دانشگاه شاهد

لاسمید از شرکت سیناژن و پ Ecoli BL21 (DE3)و 
PET 28a (+)  محصول شرکت(U.S.A) Novagen 

  . بوده است
Ecoli BL21 (DE3)  از شرکت سیناژن بوده و محیط

-LBیا  Luria- Bertani (LB) Brothهاي کشت 

Agar  براي رشد سویه هايEcoli  در دمايc ْ37  مورد
ترانسفورم  Ecoliبراي رشد  .استفاده قرار گرفته است

آنتی بیوتیک  μg mL-1 50د واج LBشده از محیط 
 . کاناماسین استفاده گردید

  btuBکلون ژن  -
 Ecoli O157 H7 (ATCC از  btuBبراي تکثیر ژن 

ژنومیک با استفاده  DNAو این . استفاده گردید (43889
  . گردید تکثیر Polymerase chain Reactionاز 

   Reverseپرایمرهاي  
5́    CAGT     CTCGAG, GAA, GGT, GTA, 

GCT, GC   3́  
  Forwardو 

5́    AGTC    GGATCC, ATG, ATT, AAA, 
AAG, CT     3́  

، و با حذف کدون خاتمه از  btuBبراي طویل سازي ژن 
از طریق  His- tagانتهاي ژن استفاده و توالی انتهایی 

فلش ها ترادف شناسایی آنزیم هاي . (وکتور اضافه گردید
 ). Xho Iو  BamHIمحدود کننده 

   PCRشرایط 
 20(از هر پرایمر  DNA  ،1 μLاز  μL 5شامل 

 ،MgCL2از  dNTP ،5mM.1از  μM0.2  ،)پیکومول
μ /M 0.2  ازTaq DNA Polymerase  و
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در یک  μL 25ایی هدر غلظت نBuffer PCRاز2.5
  . ترمال سایکلر انجام شد

  به قرار زیر است  PCRروند 
 درسیکل  30یقه و دق 5دناتوریشن اولیه با مدت زمان 

cْ94   با زمان یک دقیقه وcْ 56  با زمان یک دقیقه وc ْ
ثانیه و طویل سازي نهایی با  20دقیقه و  2با زمان  72

  . دقیقه انجام شده است 5به مدت   cْ 72دماي 
 (w/v) % 1به وسیله ي الکتروفورز در  PCRمحصول 

 bp 1845و باندي با اندازه ي . از ژل آگاروز رویت شد
 PCRبعد با استفاده از کیت، محصول  .مشاهده گردید

و  Xho Iبا استفاده از  PCRبرش محصول . تخلیص شد
BamH I  صورت گرفت و ژن برش خورده در وکتور

PET28a (+) سازه ي جدید  .کلون گردیدPET28a (+) 

– btuB  نامیده شد وDNA  نوترکیب به داخل(DE3) 
BL21 )کلنی ها  .ترانسفورم گردید )به عنوان میزبان بیانی

از کانامایسین  Mg mL-1 50حاوي  LB Agarاز محیط 
انتخاب و بعد از کشت در محیط مایع حاوي کانامایسین 

به تیوپ اضافه شد و بعد از سانتریفیوژ  cc 1.5به مقدار 
رسوب حاصل با استفاده از کیت تخلیص پلاسمید تخلیص 

  . گردید
ORF نزیم هاي محدودکننده و تولید شده به وسیله ي آ

  )7و8(. گردیدتعیین توالی تأیید 
   BtuBبیان پروتئین 

 LB- Brothاز محیط کشت  mL 5یک کلنی را وارد 
از آنتی بیوتیک کانامایسین کرده و محیط در  μl 50واجد 
 يODوقتی  . شیکر گردید rpm 220با دور   cْ37دماي 

 50رسید،  0.6به حدود  nm 600محیط با طول موج 

μL  ایزوپروپیل–D  تیوگالاکتوزید(IPTG)  به محیط
ساعت  5h-4به مدت  cْ37اضافه و محیط کشت در دماي 

 rpm 5000محصول با دور  از این1.5وccشیکر گردید 
دقیقه سانتریفیوژ و پلت حاصله  10 به مدت c ْ4دماي  در

مخلوط شد و  (PH 7.4 , PBS)با بافر نمک فسفات 
به   cْ100در دماي  sample bufferسلول ها به همراه 

و همه ي پروتئین ها به وسیله . گردیدند دقیقه لیز 5مدت 
آنالیز و با کوماسی  %10روي ژل  SDS-PAGEي 

 66یک باند  یی،بریلیانت بلو رنگ آمیزي و بعد با رنگزدا

ژل مشاهده شد که مؤید تولید پروتئین  ی درکیلودالتون
BtuB منفی غیر قابل شهود  است که در نمونه ي کنترل

  . )2و5و8(باشدمی

  
  :یافته ها

   PCRبا استفاده از  btuBتکثیر ژن  -
تکثیر  PCRبا استفاده از  Ecoli O157 H7از  btuBژن 

  )a .1شکل . (کلون گردید (+) PET 28 aو در وکتور 
و  به وسیله ي آنالیز آنزیم محدود کننده حاصله ي سازه

  . تأیید شد DNAتعیین توالی 
PET 28a(+) – btuB  درBL21 (DE3) Ecoli 

 نوترکیب همراه با  btuBترانسفورم و بیان 

C-Terminal  His-Tag با موفقیت انجام شد .  
   btuBآنالیز آنزیمی ژن  -

هضم گردید و  EcoR Iبا استفاده از آنزیم  btuBژن 
چون داراي سایت برش روي نوکلئوتید شماره هاي 

(ǴAATTC) 1192 دو باند با اندازه هاي . دمی باش
653bp , 1192bp  مشاهده شد که صحت ژنbtuB 

  )b.1شکل . (را نشان می دهد (+) PET28aکلون شده در 
  BtuBبیان پروتئین  -

القاء گردیدند و پروتئین  IPTGپلت ها بعد از افزودن 
، وزن  IPTGبعد از القا با . تولید شد BtuBنوترکیب 

 Ecoli (DE3)ترانسفورم در  مولکولی پروتئین حاصل از

Bl21  شکل . (کیلو دالتون نشان داده شد 66در حدود
1.c( 

  
  : بحـث

btuB  نوکلئوتید که کد کننده  1845ژنی است با اندازه ي
که وابسته به غشاي خارجی است می  BtuBي پروتئین 

در  ،به فضاي پري پلاسمی B12باشد و در جذب ویتامین 
  . )3و6و11(ضروري است Ecoliباکتري 
BtuB  اسید آمینه تشکیل شده و آنالیز توالی  594از
DNA  اسید آمینه اي  20مؤید حضور ترادف نشانه ي

است که در طی عبور از غشاي سیتوپلاسمی برداشته می 
لوپ است که اندازه ي لوپ  11این پروتئین داراي  . شود
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ي اسیدآمینه با هم فرق باقیمانده 19-9ها در آن از 
 KD 66داراي وزن مولکولی در حدود  BtuB، )3(دارند
  . )4(است

مورد نیاز سلول، این ماده باید از  B12براي فراهم شدن 
طریق غشاي خارجی، فضاي پري پلاسمی و غشاي 

براي عبور از  B12ویتامین . سیتوپلاسمی به سلول برسد
استفاده می کند که یک  Bt uBغشاي خارجی از رسپتور 

 -TonB- EXb Bانرژي را از طریقمسیر وابسته به 
EXb D بعد وارد  .از غشاي سیتوپلاسمی دریافت می کند  

  متصل  BtuFپري پلاسم و در آنجا به پروتئین اتصالی 
و به وسیله ي آن به انتقال دهنده ي )3و9و10(می شود

ABC  منتقل می شود که این انتقال دهنده از پرمئاز
BtuC  وBtuD  تشکیل شده کهBtuC جایگاه  داراي

است که انرژي انتقال را با هیدرولیز   ATPاتصال به 
ATP  فراهم می کند و مسیر براي ورود ویتامینB12  به

  . داخل سلول تسهیل گردد
 9.1انجام شد قطعه ي  1985در مطالعه اي که در سال 

از فاژ انتقال به داخل پلاسمید  btuBکیلوبازي حاوي ژن 
با طراحی پرایمرهاي  کلون گردید ولی در این تحقیق

 و به کمک آنزیم هاي Forwardو  Reverseاختصاصی 
توانستیم ژن   XhoI ، ORFو  Bam HI محدود کننده

1845 bp  اي را تکثیر و پروتئینBtuB را تولید کنیم .

  
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
PCR پس از تکثیر بوسیله   btuB الکتروفروگرام ژن   : 1aشکل 

  کنترل منفی 1ستون 
  مارکر ملکولی 2ون ست

PCR  محصولات   6و  5، 4، 3ستون هاي  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

btuB الکتروفروگرام هضم آنزیمی ژن :  1b   شکل                                                       
 

 
1845 bp 

1 2 3 

1192bp 

bp 
3000 
2000 
1500 
1200 
1031 
900 
800 
700 
600 
500 
 

با آنزیم  PCRهضم محصول  1ستون 
 EcoRI محدود کننده 

  مارکر مولکولی 2ستون 
  قبل از هضم PCRمحصول  3ستون 

 

                                                 

5      4      3     2      1  

653bp 
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 آنالیز کل پروتئین : c1 SDS-PAGEشکل 

  
  

  :ه گیري نتیج
 btuBبا توجه به کارهاي انجام شده ثابت گردید که ژن

بوده و پروتئین نوترکیب تولیدي فقط یک  bp1845داراي 
اي را بروز می دهد که نشان دهنده ي وزن  KDa66باند 

  .استBtuB مولکولی پروتئین
  :تقدیر و تشکر

کمال تشکر و قدر دانی خود را از مسئول محترم آزمایشگاه 
نشگا ه آزاد اسلامی واحد بابل سرکار خانم فریبا هاي دا

احمدي وجناب دکتر ذوالفقاري مدیر گروه رشته 
میکروبیولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم و جناب دکتر 
محمد سلیمانی درجاق عضو هیئت علمی دانشگاه آزاد قم 
وبخصوص جناب دکتر مجید علیپور مدیر گروه رشته ي 

گاه آزاد بابل و تمامی عزیزانی که علوم آزمایشگاهی دانش
  در به ثمر رسیدن این پژوهش یاراي ما بودند،اعلام 
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