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  چكيده

هدف اين بررسي كلون كردن ژن توكسين كورينه باكتريوم ديفتريه به منظور توليد پروتئين نوتركيب و 
 ژن توكسين ديفتري با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و .وتئين در تحقيقات بعدي بوداستفاده از اين پر

DNA  باكتري كورينه باكتريوم ديفتريه، بعنوان الگو، تكثير داده شد و درT  وكتورpTZ57R  كلون شد و
در ژن توكسين ديفتري با موفقيت گسترش يافت و  .ساب كلون گرديد pETDuet- 1سپس در وكتور بيان 

حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب، در وكتور  DNAقطعه . كلون گرديد pTZ57Rوكتور 
pETDuet- 1  ساب كلون گرديد و با روش هاي توالي يابي ژن، هضم آنزيمي و واكنشPCR در . تائيد شد

ين نوتركيب، اين بررسي ژن توكسين ديفتري در وكتور بياني كلون و سپس تائيد گرديد و آماده ابراز پروتئ
اين ژن مي تواند در مطالعات بعدي مورد استفاده . بعنوان يك آنتي ژن قوي در تحريك سيستم ايمني، شد

  .قرار گيرد
  

  .ديفتري، ژن توكسين كورينه باكتريوم ديفتريه، پروتئين نوتركيب :كليدي واژگان
  

 قدمهم
ديفتــري، بيمــاري بســيار عفونــت زا، توســط كورينــه  

ريه كه يك باكتري هوازي، گرم مثبت و غير باكتريوم ديفت
نسـبت مـرگ و ميـر ايـن     . اسپورزا است، بوجود مـي آيـد  

سـال   5درصد بوده و دركودكان زير  10تا  5بيماري، بين 
 20و  افراد بزرگسال، اين نسبت ممكن اسـت بـه بـيش از    

درصد برسد،  شيوع بيماري اگرچه بسيار نادر، اما هنوز هم 
ي در كشورهاي پيشرفته رخ مـي دهـد   در سراسر دنيا، حت

از طريق قطرات تنفسـي منتقـل    "اين بيماري معمولا). 1(
: بيماري دستگاه تنفسي فوقاني با علائمي ماننـد . مي گردد

كـه بـه   (گلو درد، تب ضعيف و يك غشاي بهـم چسـبيده   
در لـوزه هـا،   ) پسودو ممبران يا غشاي كاذب معروف است
توكســـين . نـــدگلـــو و حفـــرات بينـــي، تظـــاهر مـــي ك

پلـي نوريـت    ،)التهـاب عضـله قلـب   (ديفتري،ميوكارديـت  
، و ديگر اثـرات سـمي سيسـتميك    )التهاب چندين عصب(
نـوع معتـدل يـا خفيـف بيمـاري      . ايجاد مي كند را) بدني(

عامـل بيمـاري زاي   . ديفتري در پوسـت ايجـاد مـي شـود    
ــري    ــين ديفت ــه، توكس ــاكتريوم ديفتري ــه ب ، )DT( كورين

ت بسيار بالا بوده و در اثر آلودگي باكتري پروتئيني با سمي
ــاژ خاصــي كــه واجــد   ــه ف ــه كورين  اســت، توليــد  +toxب

بعد از مجاورت توكسـين بـا تريپسـين و    ). 3و2(مي گردد 
به دو قطعه ) كيلو دالتوني 62(عوامل احيا كننده، توكسين 

بـا وزن   Aپلي پپتيدي گسسته مي شود؛ كه شامل قطعـه  
با وزن مولكـولي   Bالتون و قطعه كيلو د 145/21مولكولي 

، ناحيــه Aقطعــه ). 6و 5و4(كيلـو دالتــون مــي باشـند   38
انتهاي آميني مولكول توكسين بوده كه خاصـيت آنزيمـي   

ــل  ــته و عمـ ــيون  -  ADPداشـ -ADP)(ريبوزيلاسـ
ribosilation    2-فاكتور طويل كننده زنجيـره )EF-2 (

ايـن   را تسريع مي كند كه به موجب آن سنتز پروتئين در
سلول هاي يوكاريوتي مهار مي شود و در نهايـت سـلول از   

، قســمت انتهــايي  Bقطعــه ). 9و 8و 7(بــين مــي رود  
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كربوكسيل مولكول توكسين مي باشد كه براي اتصـال بـه   
رسپتور مخصوص در غشاء پلاسمايي سلولهاي يوكـاريوتي  

اين قطعه خود از دو حوزه تاشونده ي . حساس الزامي است
كه به رسپتور  Rزا تشكيل يافته است؛ حوزه پروتئيني مج

كـه تـوان    Tواقع در سطح سلول متصل مي شود و حـوزه  
ورود به داخل غشاها را داشته و در  انتقـال غيـر مسـتقيم    

اتصـال  ). 12و 11و 10(از عرض غشاء نقش دارد  Aقطعه 
توكسين ديفتـري بـه رسـپتورش بـه روش اندوسـيتوزي،      

 pH. لاترين صورت مي گيردتوسط اندوسيتوز وابسته به ك
اسيدي در اندوزوم ها باعث تغيير ساختاري توكسين شـده  

. وارد غشاء اندوزوم مي شـود  T-و دوبل هليكس در دومين
وارد شده بـه غشـاء بـه    ) hairpin(ساختار سنجاق سري 

كمك مي كند تـا از ميـان غشـاء انـدوزوم عبـور       Aقطعه 
 Aيدي قطعه نمايد و بدنبال كم شدن پيوندهاي دي سولف

هدف از اين مطالعه كلون ). 13(در سيتوزول رها مي گردد 
كردن ژن توكسين كورينه بـاكتريوم ديفتريـه، بـه منظـور     
توليد پروتئين نوتركيب و كـاربرد آن در تحقيقـات بعـدي    

 .  بود
  

  مواد و روش ها
در اين مطالعه، امكان كشت باكتري كورينه باكتريوم 

استخراج شده آن از  DNAراين ديفتريه فراهم نبود، بناب
. موسسه سرم سازي و واكسن سازي رازي تهيه گرديد

از شركت   pETDuet-1و  pTZ57Rپلاسميد هاي 
Novagen خريداري گرديد.   

 
 PCRپرايمرها و واكنش 

 3´و  5´براي ژن توكسين ديفتري، بر اساس انتهاي 
       :توالي آن يك جفت پرايمر

Forward - 5`- GGA  TCC  ATG  GGC  
GCT  GAT  GAT GTT  G-3`          

 
Reverse - 5`- GAA  TTC  TCA  GCT  

TTT  GAT   TTC  AAA  AAA  TAG  CG-
3`  

روي پرايمر ها جايگاه شناسايي . طراحي و سنتز شد
ژن توكسين . تعبيه شد EcoRIو  BamHIآنزيم هاي 

) PCR(ديفتري از طريق واكنش زنجيره اي پلي مراز 
حجم نهايي  PCRبراي انجام واكنش . ايش يافتافز

 DNAميكروليتر  1: ميكروليتر بوده كه شامل 30واكنش 

پيكو مول از هر پرايمر ، 10، )بعنوان الگو(باكتري 
، بافر dNTPميلي مولار MgCl2،2/0ميلي مولار  5/1

x1 )1X PCR buffer( ،25/1  واحد آنزيمTaq DNA 
polymerase ميكروليتر بود22زان به مي، آب ديونيزه .

درجه سانتي 94 :برنامه ي حرارتي مورد استفاده شامل
درجه 94چرخه دمايي به ترتيب 30دقيقه، سپس 5گراد 

دقيقه، 1درجه سانتي گراد 63ثانيه، 30سانتي گراد 
دقيقه، و يك مرحله نهايي 1درجه سانتي گراد 72
سپس ). 14(دقيقه تنظيم گرديد5درجه سانتي گراد 72

درصد الكتروفورز گرديد  5/1در ژل آگاروز  PCRمحصول 
و با رنگ سايبر گرين رنگ آميزي شد و با استفاده از نور 

UV محصول . مورد ارزيابي قرار گرفتPCR  با توالي
 .يابي تائيد گرديد

  
 كلون كردن ژن
از طريق  pTZ57Rدر پلاسميد  PCRمحصول 

 T4 DNA با استفاده از آنزيم   T/Aروش كلون كردن 
Ligase  محتواي واكنش به سلول ). 15(كلون گرديد

باكتري اشريشاكلي انتقال يافت  Top10پذيراي سويه 
  X-galو محصول واكنش روي پليت آگار حاوي) 16(
)5-Bromo-4-choro-3-Indolyl-β-D- galactoside (

 )IPTG)Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside و 
 اج پلاسميد از استخر. و آمپي سيلين پخش گرديد

كلني هاي سفيد مشكوك به داشتن پلاسميد نوتركيب 
 BamHIو توسط آنزيم هاي محدودگر ) 17(انجام گرفت 

خارج شده ) dtژن ( DNAقطعه . هضم گرديد EcoRIو 
 هضم شده با آنزيم هاي pETDuet-1در وكتور بياني 

 BamHI وEcoRI پلاسميد نوتركيب با . ساب كلون شد
روش هضم آنزيمي و توالي يابي تائيد و  PCRواكنش 
 .گرديد
  

  نتايج و بحث
ژن توكسين باكتري كورينه باكتريوم ديفتريه بواسطه 

DNA   باكتري استخراج شده و با استفاده از پرايمرهاي
ژن  PCRمحصول ) 1(در شكل . مخصوص توسعه يافت

dt  محصول .جفت باز نشان داده شده است 1611با طول
PCR  بهT – ر وكتوpTZ57R  متصل گرديد و به

پلاسميد نوتركيب تحت . باكتري اشرشياكلي انتقال يافت
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هضم شد و  EcoRI و BamHIاثر آنزيم هاي محدود گر 

  pTZ57R، پلاسميد%1با الكتروفورز درژل آگارز 
و همچنين bp 4497نوتركيب هضم نشده با وزن ملكولي 

وزن قطعه خارج شده از پلاسميد نوتركيب هضم شده با 
وجود قطعه  ).2شكل (مشاهده شد  bp 1611ملكولي
جفت بازي ژن توكسين ديفتري در پلاسميد فوق 1611

با پرايمرهاي اختصاصي مورد تائيد قرار  PCRبا روش 
از  DNAمحصول هضم آنزيمي با كيت استخراج .گرفت 

با  pETDuet-1ژل خالص گرديد و به وكتور بياني 
ساب كلون  EcoRIو  BamHIجايگاه برش آنزيمي 

نوتركيب هضم نشده با  pETDuet-1گرديد، پلاسميد 
و قطعه ژني حاصل از هضم  bp 7031وزن ملكولي 

 p1611نوتركيب با وزن pETDuet-1آنزيمي پلاسميد 
با وزن  DNAوجود قطعه ي ). 3شكل (مشاهده گرديد 

 PCRدر پلاسميد مورد نظر در واكنش bp 1611ملكولي 
در نيمه . ، تائيد گرديد dtصي ژنبا پرايمرهاي اختصا

نخست قرن بيستم، ديفتري يكي از علل بسيارمهم مرگ و 
اگزوتوكسين سويه هاي ). 18(مير، در سراسر جهان بود 

توكسين زاي كورينه باكتريوم ديفتريه مسئول سميت 
سيستميك و موضعي مي باشند كه در طول مدت بيماري 

 "ر ديفتري اساسامصونيت در براب). 19(ايجاد مي گردند 
، بر عليه اگزوتوكسين IgGدر اثر توليد آنتي بادي هاي 

آن تامين مي شود كه اين توكسين يك آنتي ژن بسيار 
  Smith ،1909در سال ). 20(قوي محسوب مي گردد 

پيشنهاد داد كه مخلوطي از مواد غير سمي توكسين 
ديفتري و آنتي توكسين آن به صورت مساوي جهت 

و ) 21(ن فعال در برابر ديفتري استفاده شوند ايمونيزاسيو
Roman  به از بين بردن سميت توكسين 1924در سال

مزبور بدون تخريب خاصيت ايمونوژنيسيتي آن با استفاده 
 ، كه امروزه به توكسوئيد ديفتري)22(از فرمالين پي برد 

معروف است و در واكسن هاي تركيبي مانند واكسن 
يا   [DTP]پرتوسيس -تريديف -توكسوئيد تتانوس

 –واكسن پرتوسيس فاقد سلولي توكسوئيد تتانوس 
براي بچه ها و واكسن توكسوئيد   [DTaP]ديفتري
جهت مصونيت در  [Td]تتانوس براي نوزادان  - ديفتري

 ).23(برابر بيماري ديفتري بكار مي رود 
 
 

  
محصول  - 1، ستون %5/1الكتروفورز در زل اگارز  .1شكل 

PCR 2،ستون - DNA  100ماركر bp 

  

  
، تائيد كلونينگ ژن در %1الكتروفورز در ژل آگارز  .2شكل 

pTZ57R  . 1ستون- DNA  100ماركر bp  2، ستون -   
pTZ57R  3نوتركيب  هضم نشده ،  ستون - pTZ57R 

 EcoR1وBamH1نوتركيب هضم شده توسط 

  
واكسن اين بيماري به دليل پوشش ايمني محدود، 

 ين دوز براي دستيابي به مصونيت كافي نيازمند چند
مي باشد، علاوه بر اين باعث ايجاد  بعضي اثرات جانبي در 

كهير يا (واكنش هاي آلرژيك  : بچه ها مي باشد كه شامل
، حمله ناگهاني يا )ايجاد جوش و راش در محل تزريق

 علاوه بر اين توكسوئيد ها با روش قديمي. شوك مي باشد
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 توسط تغيير و تبديل شيميايي توكسين اصلي تهيه 

، براي مثال فرمالدئيد، كه يك تركيب )24(مي شوند
اما امروزه ). 25(موتاژن و سرطان زا شناخته شده است

 تكنيك هاي مولكولي كلون كردن ژن هاي توكسين، 
 روش هاي ژنتيكي مختلفي را براي سميت زدايي فراهم 

پروتئين نوتركيب شامل توليد تكنولوژي توليد . مي كنند
پروتئين هايي است كه به سهولت از منابع طبيعي تخليص 

روش، ايجاد تعداد مشخص و محدودي از  اين. نمي شوند
اسيد آمينه هاي جانشين براي رفع سميت پروتئين هاي 

توكسوئيد هاي ). 28و27و26(  اصلي را دنبال مي كند
يني توكسوئيد هاي نوتركيب علاوه بر اينكه توانايي جايگز

كلاسيك را دارند، با استفاده از مهندسي ژنتيك وارد 
چنين واكسن . باكتري هاي زنده ضعيف شده مي شوند

هاي زنده اي براي اكثر بيماري ها تنها با توزيع يك دوز 
تاكنون بعضي مطالعات ). 29(مصونيت ايجاد مي نمايند 

و ) 23(ت اس اپيدميولوژي بواسطه اين آنتي ژن انجام شده
در برخي، از اين آنتي ژن براي تهيه واكسن استفاده شده 

، در بررسي هاي ديگر اين آنتي ژن براي )30(است 
هدف از ). 33و32و31(كارهاي تشخيصي بكار رفته است 

اين مطالعه كلون كردن ژن توكسين كورينه باكتريوم 
ديفتريه و آماده سازي براي ابراز پروتئين نوتركيب بعنوان 

ك آنتي ژن قوي در تحريك سيستم ايمني و استفاده از ي
  .آن  در تحقيقات بعدي بود

 
، تائيد كلونينگ ژن در وكتور %1الكتروفورز در ژل  . 3شكل 

هضم  نوتركيب  pETDuet-1  -  1ستون . pETDuet-1بياني 
نوتركيب هضم شده توسط    pETDuet-1 -  2نشده، ستون 
BamH1وEcoR1  3، ستونDNA -  100ماركر bp  

  :سپاسگزاري
بدين وسيله از زحمات بي دريغ مسئولان محترم مركز 
تحقيقات سلولي و مولكولي دانشكده علوم پزشكي شهيد 

 .بهشتي صميمانه تشكر و قدرداني مي گردد
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