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                             )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي           

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  42 تا 35صفحات ، 1391 بهار، 1، شماره 36 دوره              

  

به  پلاسموديوم ويواكسافزايش ميزان بيان پروتئين متصل شونده به دافي در 
  عنوان پروتئين كانديد واكسن مرحله خوني مالاريا

 2، نويد دين پرست جديد2، اكرم ابوئي مهريزي2*، صديقه ذاكري1لاله بابائي خو

 
 واحد اسلامشهر  ،دانشگاه آزاد اسلامي 1
   پاستور ايران گروه تحقيقات مالاريا و ناقلين، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي، انستيتو2

  چكيده
نقشي اساسي در حمله  (PvDBP-II)غني از سيستئين پروتئين متصل شونده به دافي در پلاسموديوم ويواكس  IIمنطقه  :سابقه و هدف

هاي پروتئين كانديد واكسن در بررسي پاسخ به همين دليل اين پروتئين به عنوان. دنمايهاي انسان ايفا ميهاي انگل به اريتروسيتمروزوئيت
  .استاين مطالعه بيان پروتئين مذكور به ميزان بالا با استفاده از سيستم بياني پروكاريوتي  هدف از. ايمونولوژيكي مورد نظر محققين است

  pQE30و  pET28a  ،pET24d، ساب كلونينگ در وكتورهاي بياني pGEM T easyدر وكتور  PvDBP-IIپس از كلونينگ : بررسي روش
اشرشيا كلي كه محتوي ساختارهاي بياني ذكر شده بودند، تحت شرايط   M15(pREP4)و  BL21(DE3)هاي انجام و بيان پروتئين در سويه

خالص سازي به كمك روش  .بررسي قرار گرفت بيان پس از القاء مورد، هاي مختلفمتفاوت ازجمله محيط كشت، دماي انكوباسيون و زمان
و وسترن بلاتينگ مورد تائيد قرار  SDS-PAGEهاي متال افينيتي كروماتوگرافي تحت شرايط احياء صورت گرفت و محصول توسط روش

   .نانومتر اندازه گيري شد 280در نهايت غلظت پروتئين خالص شده توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج . گرفت
و با استفاده از  LB2xدرجه سانتي گراد در محيط  37ميلي مولار در دماي IPTG 1ساعت پس از القاء با  rPvDBP-II 4بيان : هايافته

بيان  ،BL21-pET24dو  BL21-pET28aصورت گرفت ولي در دو سيستم بياني  يبه ميزان قابل قبول M15-pQE30سيستم بياني 
اسيد (كيلودالتون  47سايز پروتئين نوتركيب حاصل بر روي ژل طبق انتظار . مشاهده گرديد 200ر كم ظر به مقدار بسيانپروتئين مورد 

و سرم افراد مبتلا به عفونت پلاسموديوم ويواكس مويد  anti-Hisوسترن بلاتينگ با استفاده از آنتي بادي هاي . بود) 198- 588آمينه 
   .ارزيابي شدليتر كروگرم در ميليمي 1200 بود و غلظت پروتئين حاصل PvDBP-IIبيان 
 و با انجام حداقل مراحل ترانسفورميشن   E. coli (M15/BL21)در اين مطالعه با استفاده از سيستم بياني پروكاريوتي  :گيرينتيجه

يده و گران بدون نياز به انجام آزمايشات پيچ PvDB-IIموفق به افزايش چشمگير ميزان بيان و دسترسي به فرم خالص و نوتركيب 
  .اي عليه مالارياي ويواكس بسيار مفيد و كارآمد باشدتواند در طراحي واكسن منطقهكه اين امر مي شديمقيمت 

  .pQE30، E. coli ، پروتئين متصل شونده به دافي، بيان، سيستم بيانيپلاسموديوم ويواكس: واژگان كليدي

  

  1مقدمه
ــالي ــان   در ح ــك مشــكل بهداشــتي جه ــا ي ــه مالاري ي اســت، ك

در كل جهـان و  باليني حدود نيمي از موارد  پلاسموديوم ويواكس

                                                 
قيقات مالاريا و گروه تحمركز تحقيقات بيوتكنولوژي،  ،انستيتوپاستور ايران، تهران: آدرس نويسنده مسئول

   )e-mail: zakeris@pasteur.ac.ir( صديقه ذاكري  ناقلين
  6/4/1390: تاريخ دريافت مقاله
  14/12/1390 :تاريخ پذيرش مقاله

از موارد مالاريا در ايران را در بر  درصد 95خارج از آفريقا و حدود 
هاي مالارياي ويواكس بسياري از كشور مي گيرد و ناتواني ناشي از

هـاي گـزاف و   در حال توسعه از جملـه ايـران را متحمـل هزينـه    
وجود پديده عـود، توليـد گامـت در    . ي نموده استقابل ارزيابغير

و عفونـت تـوام بـا    بـاليني  م ي ـمراحل اوليه انتقال قبل از بروز علا
نشـان دهنـده لـزوم انجـام تحقيقـات       پلاسموديوم فالسي پـاروم 

  ).1،2( باشدگسترده در زمينه كنترل مالارياي ويواكس مي

 
  مقاله اصليمقاله اصلي

(Original Article) 
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  ويواكس شونده به دافي در پلاسموديوم بيان پروتئين متصل                                                               پزشكي  مجله پژوهش در / 36

سـموديوم  پلادر حال حاضر با توجه به مشكلات موجود، كنتـرل  
تـرين راه  از طريق طراحي واكسن موثر و كارآمد منطقي ويواكس

 ـ   رسد و يكي از دغدغـه به نظر مي ويـژه  ه هـاي جامعـه پزشـكي ب
جهـت   .محققين طراحـي واكسـن عليـه ايـن گونـه انگـل اسـت       

هاي سطحي انگل كه در اتصـال بـه   دستيابي به واكسن، پروتئين
در . انـد قرار گرفتـه  سلول ميزبان نقش دارند مورد هدف محققين

ــواكس ــه مروزوئيــت  پلاســموديوم وي ــز حمل ــه ني هــاي انگــل ب
كــنش هــا بــه عنــوان ســلول ميزبــان مســتلزم ميــاناريتروسـيت 
كـنش  اين ميـان . ژن سطحي انگل استبا آنتيگيرنده اختصاصي 
در سـطح گلبـول   گيرنده عنوان ه ژن گروه خوني دافي ببين آنتي

عنوان ليگاند ه ب) PvDBP(ه دافي و پروتئين متصل شونده ب قرمز
علاوه، با مطالعات انجام شده در بيماران آلوده بـه  ه ب). 3،4(است 

ويواكس مشخص گرديده است كه اين پروتئين در توسعه سيستم 
ايمني اكتسابي به طور طبيعي دخالـت داشـته و محـرك پاسـخ     

 بـادي چنين توليد آنتي هم) . 5( باشدايمني همورال و سلولار مي
  عليه ايـن پـروتئين سـبب بلوكـه كـردن اتصـال مروزوئيـت بـه         

كانديد  PvDBPبنابراين . شودهاي گلبول قرمز مربوطه ميگيرنده
پلاسـموديوم  مناسبي براي توليـد واكسـن عليـه مرحلـه خـوني      

بوده و  تحقيق و مطالعه جهت استفاده از ايـن پـروتئين    ويواكس
كـه در   (Polyvalent vaccine)در طراحي واكسن چند ظرفيتـي  

      هــاي مراحــل مختلــف چرخــه زيســتي انگــل ژنبرگيرنــده آنتــي
  ).4(رسد باشند بسيار ضروري به نظر ميمي

PvDBP 140ي با وزن مولكولي يغشا پروتئيني KDa   از خـانواده
اسـت  ) EBP family(هاي متصل شونده به اريتروسـيت  پروتئين

ه ايـن  براساس مطالعات انجام شده مشخص شـده اسـت ك ـ  ). 6(
 330بـا   IIناحيه . باشدمي) I-VIIنواحي (ناحيه  7پروتئين داراي 

 180سيسـتئين حفاظـت شـده بـوده و      12اسيد آمينه محتوي 
، 7 و 4 يعني بين سيستئين IIاسيد آمينه موجود در مركز ناحيه 

ــه  هــاي اصــلي و دخيــل درســكانس ــدهاتصــال ب ــر روي  گيرن ب
  ).7- 9) (1شكل (باشند لوسيت ميورتيك

هاي انگل بـراي فـرار از سيسـتم ايمنـي كـه      ژنتغيير سريع آنتي
   هـاي انگـل در منـاطق مختلـف     موجب بروز تنوع در بـين سـويه  

واكسن كارآمد است و بـراي غلبـه    شود يكي از مشكلات تهيهمي
 ـ   واكسن منطقـه  بر اين مشكل بايد تهيه ه اي بـر پايـه اطلاعـات ب
مورد توجـه  ) يك خاصويژه مناطق آندم(دست آمده از هر ناحيه 

پـس   بايدجهت دستيابي به يك واكسن موثر در ايران . قرار گيرد
از بررسي پلي مورفيسم، از حفاظت بخشي فرم نوتركيب پروتئين 
كانديد واكسن و شناسائي آن  توسط سيستم ايمني بيماران آلوده 

نخستين گام بـراي انجـام ايـن تحقيقـات     .  اطمينان حاصل نمود
كافي از پروتئين نوتركيب يا به عبارتي بيان پروتئين توليد مقادير 

سازي آن در شرايط آزمايشـگاه  مورد نظر به ميزان كافي و خالص
پلاسـموديوم  بـراي گونـه    in vitroكه امكان كشـت   باشد چرامي

  .  طور مداوم وجود ندارده ب ويواكس
  

  
در دومين خـارج  . PvDBPنماي شماتيك نواحي ساختاري  - 1شكل 

پپتيـد راهنمـا،   ) Nانتهاي ( Iناحيه ). I-VIIنواحي(  PvDBPلي سلو
ــا VIIناحيـــه  ــواحي غشـ ــامل نـ و  (Trans Membrane)ي يشـ

نـواحي غنـي از سيسـتئين و     VIو  IIنـواحي  . باشدسيتوپلاسميك مي
، IIدر بخش مركـزي ناحيـه   . باشندنواحي هيدروفوب مي III-Vناحيه 

ناسائي و اتصال ليگاند قـرار  سايت اصلي ش 7و  4بين سيستئين شماره 
از پلـي مورفيسـم بيشـتري     PvDBPدارد كه نسبت به سـاير نـواحي   

  ).7( باشدبرخوردار مي
 

  اشرشـيا كلـي  يكي از موانع اصلي جهت بيان ژن پلاسموديوم در 
در . باشدتفاوت در استفاده از كدون بين اين دو ميكروارگانيزم مي

و  Yazdaniو  Kailash Pandeyمطالعات قبلي انجام شده توسط 
 PvDBPبيان  2006و  2001هاي همكارانشان به ترتيب در سال

 ،انجـام شـد   pET28aبا استفاده از وكتور  BL21 (DE3)در سويه 
اي و و آزمايشات چند مرحله) 11، 10( ميزان محصول كافي نبود

سازي كدون براي توليـد مقـادير بـالاي فـرم     مانند بهينه پيچيده
مورد استفاده  (rPvDBP)وتئين متصل شونده به دافي نوتركيب پر

در مطالعه قبلي ). 12(قرار گرفت تا ميزان مورد نياز حاصل گرديد 
ــاقلين     ــا و ن ــات مالاري ــروه تحقيق ــده در گ ــام ش        (MVRG)انج

 PvDBP-IIپروتئين متصل شونده به دافي   IIمورفيسم ناحيه پلي
در منـاطق  ) توربه عنوان منطقه اصـلي اتصـال ليگانـد بـه رسـپ     (

آندميك مالاريا در شمال و جنوب ايران، به عنوان نخسـتين گـام   
مـورد بررسـي    در طراحي واكسن عليه مالارياي ويواكس در ايران

در اين مطالعـه بـه   ). 13(ي گرديد يشناسا قرار گرفت و فرم شايع
بررسـي  (منظور برداشت گام بعـدي در زمينـه طراحـي واكسـن     

، اقدام به بهينه سازي و توليد PvDBP-IIه از با استفاد) ييزاايمني
   فــرم شــايع ايــن پــروتئين بــه صــورت نوتركيــب بــا اســتفاده از  

-BL21(DE3)ازجملـه   اشرشيا كلـي مختلـف  هاي بياني سيستم

pET24d ,BL21(DE3)-pET28a  وM15(pREP4)-pQE30  
مقايسـه سـه سيسـتم بيـاني      ،هدف از انجام اين مطالعه. نموديم

ختلــف در شــرايط كشــت و القــاء متفــاوت جهــت پروكــاريوتي م
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 37/  و همكاران لاله بابائي خو                                                                                                        91بهار   1شماره    36 دوره 

باشد كه با دستيابي به يك سيستم بياني پروكاريوتيك كارآمد مي
استفاده از آن و بدون نياز به انجام آزمايشات مهندسي ژنتيك بـه  
مقادير كافي و خالص از پروتئين مورد نظـر دسـت پيـدا كنـيم و     

ن انجـام  اايـر  نتايج حاصل از اين تحقيق كه براي نخستين بار در
ي يا طراحي واكسن يتواند در رساندن ما به هدف نهامي شود مي

   .اي و چند ظرفيتي عليه مالاريا بسيار ثمربخش باشدمنطقه
  

  مواد و روشها
 pGEM-T easyو كلونينگ در وكتور  Pv-DBP-IIتكثير 

پـس از تشـخيص مولكـولي     MVRGقبلي گـروه   در مطالعات
هاي خـون جمـع آوري شـده از    نهدر نمو پلاسموديوم ويواكس

-Pvdbp، تكثيـر ژن  )14-16(مناطق آندميك مالاريا در ايران 

II  نمونه با استفاده از پرايمر هاي مكمـل تـوالي در بـر     75در
گـذاري  طبق شماره 198-588اسيد آمينه (  IIگيرنده منطقه 

توالي اسيد نوكلئيك و  و صورت گرفت) Sal-I, M61095سويه 
هاي ثبت شـده  و سكانس Sal-Iورد نظر با ايزوله اسيد آمينه م
مقايسه شد و فرم شـايع   پلاسموديوم ويواكسهاي ساير ايزوله

 PvDBP-IIكد كننـده   DNA). 13( مورد شناسائي قرار گرفت
با سـكانس  سموديوم ويواكس هاي ايراني پلااز فرم شايع ايزوله

)  EU860433.1، شــماره دسترســي VIفــرم آللــي (مشــخص 
ــط و پرايمرهــاي  (PCR)اي پليمــراز واكــنش زنجيــره  توس

 BamHگـر   هاي برشهاي برش آنزيماختصاصي داراي سايت

I&Sma I  وNco I&Xho I ) محصـولات  . تكثير شـد ) 1جدول
PCR  با استفاده از كيت استخراجDNA  كيـاژن  (QIAGEN, 

Germany)     از ژل آگــارز اســتخراج و پــس از كلونينــگ در
بـه    pGEM-T easy (Promega, Madison, WI, USA)وكتور

هاي حاصـل،  كلون. منتقل شدند E. coli-DH5αميزبان بياني 
 μg/ml100آگار محتـوي   Luria-Bertani (LB)از روي محيط 

ــي ــيلين، آمپـ  isopropyl-β-D-thiogalactopyranosideسـ

(IPTG) 5/1 مولار و ميليX-gal  04/0 انتخاب شده و   درصد
يد رنگ پس از استخراج پلاسـميد از آنهـا   هاي مثبت سفكلون

  .ي قرار گرفتنديبه كمك توالي يابي پلاسميد مورد تائيد نها
  

 و شرايط كشت E. coliسويه هاي 

مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق      اشرشيا كلـي هاي بياني سويه
E.coli-BL21(DE3)  وE. coli-M15(pREP4) باشـند كـه   مي

و  LB2x ،TBكشـت   در سه محـيط  Pvdbp-IIجهت بيان ژن 
2xYT  بـه  (گـراد  درجه سـانتي  37و  30و  25و در سه دماي

منظور انتخاب بهترين شـرايط جهـت بيشـترين ميـزان بيـان      
   .هوادهي شدند) پروتئين نوتركيب

  
  هاي بياني ساختارها و سيستم
، pGEM-T easyدر وكتور  PvdbP-II پس از كلون ژن 

از ساختار ) 1جدول (هاي برشگر قطعات هدف به كمك آنزيم
 pET24d, pET28a پلاسميدي خارج و به درون وكتورهاي بياني

(NOVAGEN,Germany) و (QIAGEN,Germany) pQE30 
حاصل از انجام واكنش آنزيم ليگاز به  هايمخلوط. منتقل شدند

-E. coliو  E. coli-M15(pREP4)هاي بياني ميزبان درون

BL21(DE3) )منتقل شده  و ) ايران بانك ژن انستيتو پاستور
و  pET24d-PvDBP-II, pET28a-PvDBP-IIساختارهاي 

pQE30-PvDBP-II در  .جهت تائيد مورد توالي يابي قرار گرفتند
 pET28a-PvDBP-IIو  pET24d-PvDBP-IIمورد ساختارهاي 

قبل از انتقال به وكتور بياني يك مرحله ترانسفورميشن به درون 
E. coli-DH5α  پلاسميد استخراج شده از اين صورت گرفت و

  .ميزبان نيز مورد توالي يابي قرار گرفت

  
 هاي بيانيبا استفاده از ساختار PvDBP-IIبيان 

-E. coli.BL2-pET28aهاي بيـاني  پس از كشت شبانه ميزبان

PvDBP-II ،E. coli.BL21-pET24d-PvDBP-II  وE. 

coli.BL21-pQE30-PvDBP-II   ــيط ،   LB brothدر محـ
ماكروليتر از كشت شبانه اين باكتري ها به چندين  300-200

. تلقــيح شــدند 2xYTو TB ،LB2xمحــيط مختلــف از جملــه 
 37هـا در دمـاي   ساعت پس از رشـد بـاكتري   3تا  5/2حدود 

سـاعت پـس از رشـد آنهـا در      4-5گراد و حـدود  درجه سانتي
درجه سانتي گراد كدورت محيط كشت توسط  30و  25 دماي

 ODگيـري شـد تـا زمـاني كـه      كتروفتومتر انـدازه دستگاه اسپ
رسيده شود و زمـان القـاء بيـان بـا      6/0خوانده شده به حدود 

IPTG فرا رسد . 

هـاي  ODدر  IPTGدر اين تحقيـق القـاء بـا مقـادير متفـاوت      
چنـين رسـوب   ، صورت گرفت و هـم  9/0 تا 4/0مختلف يعني 

 از القاءپس ) ساعت 4و  3 ،2 ،1(هاي مختلف باكتري در زمان
مشـخص و   ODآزمايش شد تا به بيشترين ميزان بيان در يك 
  . در يك محيط و دماي مناسب دست پيدا كنيم

ساعت  1ها رسوبات حاصل از سانتريفيوژ محيط كشت باكتري
بـر روي ژل   SDS-PAGEسـاعت پـس از القـاء، بـه روش      4و 

مورد بررسي قرار گرفتنـد و در صـورت    درصد 12اكريل آميد 
  باند مـورد نظـر بـه روش ايمونوبلاتينـگ بـا اسـتفاده از        وجود
 Penta His)بادي منوكلونال اختصاصي نشانگر هيستيدين آنتي
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antibody, QIAGEN, Germany)     و همچنـين بـا اسـتفاده از
گروه تحقيقات مالاريا و (مناطق آندميك مالاريا  سرم افراد ساكن 

دگي آنها به عفونـت  ، كه آلو)انستيتوپاستور ايران MVRGناقلين 
از طريق تست ميكروسكوپي و مولكولي بـه   پلاسموديوم ويواكس
آزمايش تائيد بيـان  . مورد بررسي قرار گرفتند اثبات رسيده است،

rPvDBP-II بادي ضـد  با روش وسترن بلاتينگ با استفاده از آنتي
بـادي ثانويـه   آنتي 2000/1و رقت   3000/1هيستيدين در رقت 

(Peroxidase conjugated Antibodie, SIGMA, Germany)  و ،
 پلاسـموديوم ويـواكس  با استفاده از سرم بيمار آلوده بـه عفونـت   

(C+)  15000/1و رقت آنتي بـادي ضـد انسـاني     500/1در رقت 
(Peroxidase conjugated Anti Human IgG Antibodie, 

SIGMA, Germany) هاي سرم افرادياز نمونه .بهينه سازي شد 
كردند و از سرم افراد مبتلا خارج از منطقه آندميك زندگي مي كه

 (¯C) نيزبه عنـوان گـروه كنتـرل منفـي      به مالارياي فالسيپاروم

  .استفاده شد
  

  rPvDBP-IIي بيان يسازي، تعيين غلظت و تائيد نهاخالص
و انتخاب ساختار پلاسميدي و  rPvDBP-IIپس از تائيد بيان  

مجددا بيان شد و رسوبات حاصـل در   ميزبان مناسب، پروتئين
 6M guanidine thiocyanate, 20mM(  بـافر دنـاتوره كننـده   

Tris–HCl, 500mM NaCl, 20mM immidazol and 1mM 

PMSF, pH 7.9 ( ــه روش حــل شــده و ســپس ســلول ــا ب ه
 20هـاي  پالسي و وقفه 20سيكل  10طي سونيكاسيون در يخ 

سونيكاسـيون بـه مـدت    هاي حاصل از مخلوط. ليز شدند ثانيه
ــاي  30 ــه در دم ــانتي  4دقيق ــه س ــراد ودرج  Xg14000  گ

 +Na2ي بـا رزيـن آگـارز    يهـاي بـالا  محلـول  سانتريفيوژ شـده، 
 ,Ni-NTA Agarose, Qiagen)نيتريلــوتري اســتيك اســيد 

Germany)  گراد  انكوبه شدند و پـس  درجه سانتي 4در دماي
پس   .بور داده شدندها از ستون كروماتوگرافي عساعت رزين 3از 

–6M urea, 20mM Tris(ها با محلول مربوطه از شستشوي رزين

HCl, 500mM NaCl and 30mM immidazol, pH 7.9 (
پروتئين هاي متصل شده به كمك بافر شستشو دهنـده محتـوي   

مولار و ميلي NaCl 300مولار، ميلي Na2HPO4 50مولار،  8اوره 
 Ni-NTAاز مـاتريكس   pH=9/7مـولار بـا   ميلـي  250ايميدازول 

هـاي  در انتها محلول حاصـل بـه كمـك سـتون    . جداسازي شدند
Econo-Pac 10DG (BioRad, USA)  شــركت طبــق دســتور 

ــك ــازنده نمـ ــزداسـ ــده ي يـ ــيظ  شـ ــتگاه تغلـ ــط دسـ و توسـ
لازم . تغلـيظ شـدند    (Eppendorf, Hamburg, Germany)كننده

توليد شـده   سازي پروتئين نوتركيببه ذكر است كه جهت خالص
هاي مختلـف از بـافر دنـاتوره كننـده و دماهـاي متفـاوت       غلظت

آزمـايش گرديـد و كليـه      Ni-NTAانكوباسيون بـا بـافر و رزيـن    
مراحــل خــالص ســازي تحــت شــرايط مختلــف سونيكاســيون و 

سـازي بـا   سانتريفيوژ تكرار شد تا به شرايط بهينه جهـت خـالص  
. دسـت پيـدا نمـائيم   هاي باكتري ميزبـان  حداقل تداخل پروتئين

هاي محتوي پروتئين نوتركيب تحت شرائط احيـاء  تمامي محلول
مورد بررسـي قـرار    SDS-PAGEبه روش   درصد 12بر روي ژل 

ها با استفاده از معرف برادفورد و دسـتگاه  گرفته و غلظت پروتئين
ــين  (Eppendorf, Germany) اســپكتروفوتومتر ــان  .شــدتعي بي

بـادي  از تكنيك وسـترن بلاتينـگ بـا آنتـي    ها با استفاده پروتئين
Anti-His     و سرم كنترل مثبت و كنترل منفـي موجـود در گـروه
MVRG  ي قرار گرفتيمورد تائيد نها .  

  
  هايافته

ــان  ــاني، بي ــان  rPvDBP-IIســاختارهاي بي و تائيــد بي
rPvDBP-II  

 ,pET24d-PvDBP-IIيــابي ســاختارهاي بيــاني   تــوالي

pET28a-PvDBp-II  وpQE30-PvDBP-II  و جداشـــــدن

 MVRGهاي طراحي شده در گروه به همراه پرايمر PvDBP-IIبيان هاي مورد استفاده جهت ها و وكتوربانميز -1 جدول

       Host       Vector     Primers* Restriction site 

   E. coli- BL21(DE3)     pET28a 5' ATCTCCATGGCCATTATAAATCATGCTTTTC &  

5' TTTGACTCGAGGGCCTGAGATTTAGCAGC 

Nco I&Xho I 

 

 E. coli-  BL21(DE3)     pET24d 5' ATCTCCATGGCCATTATAAATCATGCTTTTC &  

5' TTTGACTCGAGGGCCTGAGATTTAGCAGC 

Nco I&Xho I  

E. coli- M15(PREP)      pQE30 5'GGTAGGATCCGATTATGAGACATCTAGC & 

5'TCCGTCCCGGGTTAACTATCTACAGGCTGAC 

BamH I&Sma I  
  

 حل اثر آنزيم هاي برشگربازهاي تيره  م *
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 39/  و همكاران لاله بابائي خو                                                                                                        91بهار   1شماره    36 دوره 

هاي برشگر اختصاصـي مويـد   توسط آنزيم PvDBP-IIقطعه 
ــت  ــگ موفقي ــاب كلونين ــگ و س ــدف در كلونين ــز ژن ه آمي

بيان پروتئين در وكتورهاي . ساختارهاي بياني مورد نظر بود
و  E. coli-BL21و ميزبان بياني  pET24dو  pET28aبياني 

مختلف، دمـاي  هاي در شرايط متفاوت از قبيل محيط كشت
گراد و القاء بيان در درجه سانتي 30گراد و درجه سانتي 37

OD    هاي مختلف نشان دهنده بيان بسـيار كـم پـروتئين در
در . كليه شرايط آزمـايش شـده در وكتورهـاي مـذكور بـود     

ــان   ــت بي ــاني   PvDBP-IIنهاي ــتم بي ــتفاده از سيس ــا اس       ب
M15-pQE30 در  محـــيط ،LB2x  درجـــه  37و دمـــاي  

و  OD600=6/0مـولار در  ميلـي IPTG 1گراد، القـاء بـا   سانتي
ي ساعت پس از القاء به ميـزان قابـل تـوجه    4رسوب گيري 
  . )2شكل ( صورت گرفت

  

  
محتـوي    -M15 E. Coliرسـوب بـاكتري    SDS-PAGE -2شـكل  

 مـاركر  :1چاهـك  . rPvDBP-IIپلاسميد نوتركيب جهت بررسي بيـان  
رسوب باكتري محتـوي  : 2چاهك  ،kDa(Fermentase) 14.4-116پروتئيني 

رسوب باكتري محتـوي   :3چاهك  ،IPTGپلاسميد نوتركيب قبل از القاء با 
رسوب باكتري محتـوي   :4چاهك  ،ساعت پس از القاء 1پلاسميد نوتركيب 
رسوب باكتري فاقد  :6و  5چاهك  ،ساعت پس از القاء 4پلاسميد نوتركيب 

سـاعت پـس از    4قبل از القاء و ) به عنوان كنترل منفي(سميد نوتركيب پلا
  .ماكروليتردر هر چاهك load :12ميزان . القاء
  

ي ينتايج حاصل از آزمايش وسترن بلاتينگ نشان دهنده شناسا
بـادي عليـه هيسـتيدين و    توسـط آنتـي   rPvDBP-IIپروتئين 

وسـط  ي آن تيو عـدم شناسـا   بادي طبيعي سـرم بيمـاران  آنتي
 ).3شكل (هاي كنترل منفي بود سرم

  
ي پـروتئين  يسـازي، تعيـين غلظـت و تائيـد نهـا     خالص

rPvDBP-II  
هـاي  سازي و جداسـازي پـروتئين بيـان شـده از پـروتئين     خالص

و با استفاده از ميزبان به كمك روش متال آفينيتي كروماتوگرافي 
Ni-NTA agarose  بــدون (نشــان دهنــده بانــد پروتئينــي قــوي

در ژل  PvDBP-IIبا وزن مولكولي مطابق با ) هاي ميزبانپروتئين
در ايـن روش بـه منظـور    . كيلودالتون بـود  47آكريل آميد يعني 

ارزيابي مراحل كار، رسوب باكتري حاصل از سانتريفيوژ محـيط و  
اه سازي بـه همـر  آوري شده ضمن مراحل خالصهاي جمعمحلول
-SDSي محتـوي پـروتئين نوتركيـب، بـه روش     يهاي نهامحلول

PAGE  و كم بودن ميزان اين پروتئين در رسوب باقي آناليز شدند
   ).4شكل (  بيشتر بود محصولمانده نشان دهنده 

  

  
با روش وسترن بلاتينـگ   rPvDBP-IIتائيد بيان پروتئين  -3 شكل

 ,His (Penta His antibodyبـادي اوليـه عليـه    آنتي 3000/1با رقت 

QIAGEN, Germany)   آنتـــي بـــادي ثانويـــه  2000/1و رقـــت
(Peroxidase conjugated Antibodie, SIGMA, Grmany)  و سـرم ،

و رقـت   500/1بـا رقـت    پلاسموديوم ويواكسبيمار آلوده به عفونت 
 Peroxidase conjugated Anti Human IgG) آنتي بادي ضد انساني

Antibodie, SIGMA, Germany) 15000/1.   
(a بادي عليـه هيسـتيدين   مربوط به انجام آزمايش با آنتي 1-4هاي چاهك
 4به ترتيب مربوط به رسوب قبـل از القـاء و    2و  1هاي باشد كه چاهكمي

 4و  3هاي محتوي پلاسميد نوتركيب، و چاهـك  ساعت پس از القاء باكتري
هـاي  ساعت پس از القاء باكتري 4به رسوب قبل از القاء و  به ترتيب مربوط

 . باشـد مـي ) بـه عنـوان كنتـرل منفـي    (محتوي پلاسميد بـدون ژن هـدف   
ساعت پس از  4به ترتيب مربوط به رسوب قبل از القاء و  7 و 6ي هاچاهك

هاي بيان كننده پروتئين و انجام آزمايش با سرم بيمار مبتلا به القاء باكتري
به ترتيب مربوط به رسوب قبل از القـاء و   9و  8ياي ويواكس و چاهك مالار

بـه  (هاي محتـوي پلاسـميد بـدون ژن هـدف     ساعت پس از القاء باكتري 4
. باشـند و سرم بيمار مبتلا بـه مالاريـاي ويـواكس مـي    ) عنوان كنترل منفي

  . kD (Fermentase) 14.4-116ماركر پروتئيني  5چاهك 
(b ساعت پـس از القـاء   4مايش با سرم بيماران و رسوب مربوط به انجام آز .

 4و 3و 2چاهـك  . kD (Fermentase) 14.4-116مـاركر پروتئينـي    1چاهك 
ساعت پس از القاء بـاكتري هـاي بيـان كننـده پـروتئين و انجـام        4رسوب 

 Poolآزمايش به ترتيب با سرم بيمـار مبـتلا بـه مالاريـاي ويـواكس، سـرم       
 Poolو سـرم  ) n=50 كنتـرل منفـي  (ياي فالسيپاروم بيماران مبتلا به مالار

هـاي كنتـرل منفـي قـادر بـه      سرم نمونـه ). n=50كنترل منفي (افراد سالم 
  .ي پروتئين نوتركيب نبودنديشناسا

  
با اسـتفاده از روش وسـترن    PvDBP-IIنتايج ارزيابي نهائي بيان 

و  پلاسموديوم ويواكسهاي كنترل مثبت آلوده به بلاتينگ و سرم

 1        2         3       4         5       6        

47 

a

45

25k

66.2

b

1 2 3
116

66.2 kD  

45k

25k

47

1      2        3       4        5        6 
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 18 kD 

  45 kD 
47 kD 
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در ) يي ـزدامرحله نمـك (محتوي پروتئين نوتركيب  PBSمحلول 
تيوب جمع آوري شده و به ترتيب خروج از ستون، تحت عنـاوين  

dE1(desalted Elution), dE2, dE3, … غلظت . نامگذاري شدند
به كمك سانتريفيوژ (ي و تغليظ يزداي پروتئين حاصل از نمكينها

د و دسـتگاه اسـپكتروفتومتر   با استفاده از معرف برادفور) در خلاء
(OD 280) 4شكل (باشد به شرح زير مي.(  

  

  
مراحــل مختلــف خــالص ســازي پــروتئين  SDS-PAGE .4شــكل 

ــه روش متــال آفينيتــي كرومــاتوگرافي جهــت بررســي   نوتركيــب ب
 kD 14.4-116ماركر پروتئيني  1چاهك . rPvDBP-IIچگونگي و غلظت 

(Fermentase)،  رسوب حاصل از سانتريفيوژ پس از سونيكاسيون 2چاهك، 
 4چاهـك   ،ي حاصل از سانتريفيوژ پس از سونيكاسـيون يمايع رو 3چاهك 

هـاي  محلـول  5-8هـاي  چاهك ،محلول شستشوي عبور داده شده از ستون
-NiNTA-rPvDBP تهيه شده از رزيـن  elutionحاصل از اولين تا چهارمين 

II.  ميزانload :20 ماكروليتر در هر چاهك .  
  

  
سـازي شـده بـه روش وسـترن بلاتينـگ بـا       تائيد پروتئين خالص -5 شكل

و  )500/1رقـت  ( پلاسـموديوم ويـواكس  استفاده از سرم بيماران آلـوده بـه   
 Peroxidase conjugated Anti)بـادي انسـاني   بادي ثانويه عليـه آنتـي  آنتي

Human IgG Antibodie, SIGMA, Germany) )  چاهـك  ). 15000/1رقـت
وسـترن   :3-8هاي  چاهك ،kD (Fermentase) 14.4-116ماركر پروتئين  :1

بلاتينگ پروتئين خالص سازي شده با استفاده از سـرم بيمـاران آلـوده بـه     
به ترتيب وسترن بلاتينگ با اسـتفاده   :9و  2هاي چاهك ،مالارياي ويواكس

و افـراد آلـوده بـه مالاريـاي فالسـيپاروم       )n=50( سـالم اد افـر  Poolاز سرم 
)50=n( )هاي كنترل منفيگروه.(  
  

 نشـان دهنـده شناسـايي    MVRGكنترل منفي موجود در گـروه  
هـاي طبيعـي   بـادي پروتئين نوتركيب دناتوره شده توسـط آنتـي  

موجـود در  ) هاي توليد شده عليه فرم طبيعي پروتئينباديآنتي(
و يـا سـرم    سـالم ود و هيچ واكنشي بين سرم افراد سرم بيماران ب

و پروتئين نوتركيب پلاسموديوم فالسي پاروم فرد مبتلا با عفونت 
مشـاهده نشـد كـه بيـانگر     ) گروه هاي كنترل منفـي (توليد شده 

  ).5شكل (اختصاصي بود واكنش است 
  

  بحث
از مـوارد بيمـاري    درصـد  95عامـل   پلاسـموديوم ويـواكس  گونه 

بـا  . باشـد مناطق آندميك جنوب شرقي كشور ايران ميمالاريا در 
ريزي وزارت بهداشت و توجه به اهميت اين گونه در ايران و برنامه

ميلادي،  2020درمان جهت حذف آن از مناطق آندميك تا سال 
هـاي كنترلـي، لازم و   واكسـن مـوثر در كنـار روش    دستيابي بـه 

ف بيمـاري تـب   ضروري است زيرا تجربه انجام شده در برنامه حذ
زاد است نشان داد كه تنها با اسـتفاده از  زرد كه يك بيماري ناقل

هاي كنترلي حذف اين بيماري امكـان  واكسن در كنار ساير روش
با توجه به اين مطلب، جهت دسـتيابي بـه   ). 17(پذير بوده است 

هاي كانديد واكسن واكسن عليه مالارياي ويواكس بررسي پروتئين
در مرحله نخست از مراحـل   پلاسموديوم ويواكسهاي انگل سويه

 .رسدطراحي واكسن بسيار ضروري به نظر مي

Duffy binding protein (DBP)  نقـش    پلاسموديوم ويواكسدر
اساسي در تكامل انگل طي عفونـت مرحلـه خـوني و غيرجنسـي     

هـاي  هاي اين انگل جهت حملـه بـه اريتروسـيت   مروزوئيت. دارد
به عنوان  (DARC)ژن گروه خوني دافي د آنتيانسان، نياز به وجو

  DBP-DARCكـنش  ميـان    سطحي  دارد و بايد از  گيرندهيك 
همـين ويــژگي در   . جهت تهاجم به سلول ميزبان استفاده نمايد

ژن كانديــد واكســن مناســب    را بـه يك آنتـي  DBPاين انگل، 
ل جهـت استفاده در طـراحي واكسن عليه مالارياي ويواكس مبد

  ).1(ساخته است 
انجام شـد، پـس از بررسـي     MVRGدر مطالعه قبل كه در گروه 

 پلاســموديوم ويــواكسايزولــه هــاي  PvDBP-IIتنــوع آللــي ژن 
هاي ايزوله مناطق آندميك شمال و جنوب ايران، توالي اين ژن در 

ايـران و سـاير منـاطق آنـدميك مالاريـا در       پلاسموديوم ويواكس
دست آمـده از ايـن   ه گرفت و اطلاعات ب جهان مورد مقايسه قرار

هاي ايران انجام گرفته تحقيق كه براي نخستين بار بر روي ايزوله
اي و چنـد  تواند گامي در جهت طراحي واكسن منطقهاست و مي

ظرفيتي عليه مالارياي ويواكس باشد، نشـان داد كـه ايـن ژن در    
ان و منـاطق آنـدميك ايـر   پلاسموديوم ويـواكس  هاي ميان ايزوله

1       2        3      4     5        6        7       8       

45kD 

116kD 

25kD 

4٧kD 

116 kD 

45kD 

18.4 kD 

  1      2         3      4        5          6          7           8        9   

47kD 
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سايرمناطق آندميك مالاريـاي ويـواكس ماننـد تايلنـد، برزيـل و      
 PvDBP-IIو ايـن ويژگـي در ژن    كلمبيا نسبتا حفاظت شده بود

آن را كانديد مناسبي براي استفاده در طراحي واكسن مـي سـازد   
ي پروتئين متصل شونده بـه  يزااما گام بعدي بررسي ايمني). 13(

از ولـيكن   ،باشـد ديد واكسـن مـي  دافي به عنوان يك پروتئين كان
باشد مولكولي با فراواني كم در سطح انگل مي PvDBPكه  ييآنجا

نيـز تـاكنون    پلاسموديوم ويواكسو در ضمن امكان كشت مداوم 
فراهم نشده است، جهت اجراي مرحله بعدي تحقيق يعني بررسي 

، بيـان ايـن   rPvDBPبـادي بيمـاران آلـوده بـه     ميزان پاسخ آنتي
به صورت نوتركيب و به ميزان بـالا و خـالص در شـرايط     پروتئين

لازم به ذكر است كه ايـن  . آزمايشگاه ضروري و لازم الاجراء است
پروتئين قبلا توسط ساير محققين در چند نقطه از جهـان ماننـد   

ولـي بـه دليـل عـدم      ،)10،11(بيـان شـده اسـت     آمريكا و هند
ي از اقـدامات لازم  دسترسي به اين پروتئين نوتركيب در ايران يك

بـه صـورت    PvDBP-IIدرجهت طراحي واكسـن در ايـران بيـان    
  . هاي محلي بوده استنوتركيب و خالص و بر اساس سويه

هاي جنس پلاسموديوم در يكي از موانع موجود در زمينه بيان ژن
تفـاوت در اسـتفاده از    E. coliهاي پروكـاريوتي از قبيـل    ميزبان

هاي ناپايـداري سـاختار  . رگـانيزم اسـت  واكدون بين اين دو ميكر
هـا بـراي   tRNA هاي شـروع رونويسـي و فراوانـي   ثانويه در مكان

از  rPvDBP-IIنيز از دلايل اصلي توليـد كـم     E. coliهاي كدون
هاي جـنس پلاسـموديوم   ژن. ساختارهاي بياني پروكاريوتي است

    باشــند كــه بــه ميــزان كــم شــامل حــاوي تعــدادي كــدون مــي
سـت كـه   ا عقيده بر ايـن . شودمي E. coliد كننده هاي كسكانس

، بيـان ژن در   mRNAهاي نادر در سكانس آغـازين  حضور كدون
E. coli هاي آغازين سنتز پـروتئين را با كاهش پايداري كمپلكس 

 ).18(تحت تاثير قرار مي دهند 

-BL21هـاي  در اكثر مطالعـات از سيسـتم   Pvdbp-IIجهت بيان 

pET28a يوتي باكولوويروس استفاده شـده اسـت   و سيستم يوكار
ها به ترتيـب  كه ميزان پروتئين خالص حاصل شده از اين سيستم

 همچنين در .)11 ،10(ارزيابي شده است  گرم در ليترميلي 2و  7
و همكارانش انجـام شـده اسـت از     Yazdaniكه توسط  ايمطالعه

جهت دست يابي به ) PvDBP-IIدر ژن (سازي كدون روش بهينه
قادير كافي از پروتئين نوتركيب استفاده شد و اين گروه با اعمال م

 يبه ميزان نهاي PvDBP-II موفق به افزايش ميزان بيان ،اين روش
  ).  12(گرديدند  گرم در ليترميلي 17

در اين مطالعه پس از بررسـي بيـان پـروتئين هـدف در چنـدين      
 pQE30-M15استفاده از سيستم بيـاني   با ،سيستم بياني مختلف

اي مهندسي ژنتيك موفق به و بدون نياز به آزمايشات چند مرحله
نسبت به ميزان نسبتا بالايي از پروتئين نوتركيب  PvDBP-IIبيان 

هاي استفاده شده در تحقيق حاضـر و تحقيقـات   به ساير سيستم
بدون نياز بـه يـك    نتايج نشان داد كه. شده است) 10،11(قبلي 

يشن كـه در هنگـام اسـتفاده از سيسـتم     مرحله اضافي ترانسفورم
) pETقبل از ورود ژن هدف بـه ناقـل بيـاني    ( BL21-pETبياني 

مسـتقيم ژن هـدف را از ناقـل    بـه طـور   توان مورد نياز است، مي
منتقل و سپس جهـت بيـان بـه     pQE30كلونينگ به ناقل بياني 
در ضمن با استفاده از چنين سيستم . يميميزبان بياني منتقل نما

ني نياز به اجراي روش هاي ژنتيكي پيچيده و پرهزينه از قبيل بيا
توان بـه  سازي كدون نبوده و به سهولت و با هزينه كمتر ميبهينه

ژن نوتركيب جهت اجراي مقاصـد بعـدي   مقادير مورد نياز از آنتي
تحقيق يعني تزريق به حيوان آزمايشـگاهي و توليـد آنتـي بـادي     

 rPvDBP-IIي يو بررسـي شناسـا  ، rPvDBP-IIكلونـال عليـه   پلي
بادي بيماران مبتلا به مالارياي ويـواكس دسـت پيـدا    توسط آنتي

  .نمود
ژن به اين ترتيب در اين تحقيق دستيابي به مقادير كافي از آنتـي 

PvDBP-II ژنيسيته جهت اجراي اهداف بعدي يعني بررسي آنتي
شـده  هاي توليد باديي فرم طبيعي پروتئين توسط آنتيو شناساي

ي توسط سرم افراد سـاكن  يعليه فرم نوتركيب و پس از آن شناسا
در ضمن با توجه به آغـاز  . شدآندميك مالاريا، امكان پذير  همنطق

ــه  ــه اطلاعــات پاي ــاز ب ــران و ني        اي در مــورد برنامــه حــذف در اي
sero-prevalence  قبل و بعد ازآغاز برنامه حذف در منطقـه  (انگل

هـاي  ژنهاي اجرايي نياز به آنتيارزيابي برنامه به منظور) آندميك
توان از پروتئين نوتركيـب تهيـه شـده در ايـن     انگل است كه مي

  . تحقيق جهت هدف مذكور استفاده نمود
كه ايران وارد برنامه حذف مالاريا از مناطق آندميك اين  يياز آنجا

ه  دست آمده از اين تحقيق به همراه بيماري شده است، اطلاعات ب
در گروه (هاي كانديد واكسن ژندست آمده از ساير آنتيه نتايج ب

جهت رسيدن بـه  ) تحقيقات مالاريا و ناقلين انستيتو پاستور ايران
  .باشداين مهم بسيار ضروري و سودمند مي

  
  تشكر و قدرداني

ضمن تشكر از بيماران ساكن مناطق آندميك مالاريا در جنـوب و  
ولين محترم دانشگاه علـوم پزشـكي و   جنوب شرقي ايران، از مسئ

هـا  چابهـار و مركـز مـديريت بيمـاري     - خدمات درمـاني زاهـدان  
شـماره  (اين مقاله قسمتي از نتايج طرح تحقيقـاتي  . سپاسگزاريم

سركار خانم دكتر صـديقه ذاكـري عضـو هيئـت علمـي و      ) 264
باشد و از مسئولين محترم تامين پاستور ايران مي دانشيار انستيتو

    .ه بودجه طرح كمال تشكر را داريمكنند
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