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  E. coli O157 H7از باکتري  B12 (btuB)کلون و بیان ژن رسپتور ویتامین 
  

  3، علی رضایی2، مجید علی پور    1*مریم قاجار کوهستانی

  755: ، صندوق پستیقم، ایران میکروبیولوژي،دانشکده علوم پایه، گروه  دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم، - 3و 1
  37185- 364: ، صندوق پستیسلولی و مولکولی گروه بیولوژيدانشکده پرستاري مامایی،  واحد بابل، دانشگاه آزاد اسلامی -2

  
  )maryam.qajar@yahoo.com -دار مکاتباتعهده(*

  
  چکیده 

کند کـه پـروتئین    را کد می  BtuBاین ژن  پروتئین . جفت باز تشکیل شده است 1845 از  E. coli O157:H7از باکتريbtuB ژن 
این انتقال دهنده داراي . ضروري است E. coli براي جذب کوبالامین در باکتري BtuB پروتئین  .شود نامیده میB12 یتامین ي و دهنده انتقال

حضور کلسیم با گرایش زیاد  در B12ویتامین . کند ي بتا را مسدود می شکهببخش توپی  کانال . ي بتا و بخش توپی بخش بشکه :دو بخش است
از  BtuBي پـروتئین   ژن کدکننـده . شـوند  متصـل مـی   B12ویتـامین   بـه   L3و  L2هاي خارج سـلولی   لوپ. شود جذب می BtuBپروتئین  به

ژن  .کلـون و بیـان گردیـد    Cدر انتهـاي   His (6) –taggedاین ژن بصـورت پـروتئین واجـد    . تکثیر گردید  E. coli O157:H7باکتري 
btuB  با طراحی پرایمر ویژه باPCR لمحصو. شود تکثیر می PCRشـوند و   هاي تحدیدي برش و به هم متصل مـی  و وکتور انتخابی با آنزیم

هـاي   ، سـپس سـلول  )Transformation( یابنـد  انتقـال مـی   )E. coli BL21 (DE3کنند که به میزبان  را می) Construct( اي تولید سازه
را آشکار  KDa 66یک باند مشخص با وزن مولکولی  کل پروتئین فقط SDS-PAGEو پس از آنالیز  IPTGپس از القا با  ترانسفورم شده 

 هاي خارج سلولی فراوانـی  روتئین داراي لوپبا توجه به اینکه این پ. دقیق آن معین گردید وزن مولکولی BtuBپروتئین  سازي با خالص. کرد
 .Eاز باکتري )B12 )BtuBتقال دهنده ویتامین این پژوهش تولید و شناسایی پروتئین اتصالی پري پلاسمی انیکی از اهداف باشد از این رو می

coli O157:H7  و هدف دیگر تعیین وزن دقیق مولکولی پروتئینBtuB است.  
  

  .سکون سازي ،B12 ،  BtuB،  E. coli O157 H7ویتامین  :کلمات کلیدي
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  مقدمه
ها به کوفاکتور ارگانومتالیک مثل  ي ارگانیسم همه

که آن را باید از منابع  طوريه کوبالامین نیاز دارند ب
چندین آنزیم، به کوبالامین به . خارجی بدست آورند

هاي گرم منفی براي  باکتري. عنوان کوفاکتور نیاز دارند
 ورود مواد غذایی کم نیاز مانند کوبالامین از عرض

ي غشاي خارجی،  هدهند غشاي خارجی، نیاز به انتقال
پلکس کمشیب الکتروشیمیایی در غشاي سیتوپلاسمی و

 TonB- EXb B- EXb D پروتئینی غشاي داخلی
ساختمان  BtuBي غشاي خارجی  دهنده انتقال. دارند

دهنده داراي دو  این انتقال. ي بتا دارد معمولی بشکه
  :دومین است

 22ي بتاي غشاي خارجی که داراي  دومین بشکه -1
هاي بتاء، به  ارتباط رشته. ي بتاي غیرموازي است رشته

هاي کوتاه  لوپ خارج سلولی طویل و پیچ 11ي  وسیله
  . شود پلاسمی برقرار می پري

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

 Ton B – Boxپروتئین قرار گرفته است و داراي 
. قرار گرفته است  6-12 هاي ه در باقیماندهاست ک

وابسته به انرژي  BtuBاز رسپتور انتقال کوبالامین 
است اما غشاي خارجی فاقد انرژي است به دلیل اینکه 
پورین موجود در غشاي خارجی مانع از ایجاد شیب 

رژي در غشاي سیتوپلاسمی گردد بنابراین ان غلظت می
به غشاي خارجی  Ton Bي  شود و به وسیله تولید می
  .شود منتقل می

در اتصال به  L3و  L2هاي خارج سلولی  لوپ 
بعد از عبور  B12ویتامین . نقش دارند B12ویتامین 
BtuB  وارد پري پلاسم و در آنجا به پروتئین اتصالی
BtuF ي  دهنده ي آن به انتقال شود و به وسیله متصل می

ABC رمئازدهنده از پ این انتقال. شود منتقل میBtu C 
داراي جایگاه  Btu Cتشکیل شده است که  Btu Dو 

است که انرژي انتقال را با هیدرولیز  ATPتصال به ا
ATP ي این پروتئین از ژن کدکننده. کند فراهم می 
  . جفت باز تشکیل شده است 1845

 در ارتباط با ژن 1985اي که در سال  در مطالعه

btuB ژن بازي حاويکیلو  1/9ي  انجام شد قطعه 
btuB  د و الی به داخل  پلاسمید کلون گردیاز فاژ انتق

و  Cadieux توسط 2003 اي که در سال در مطالعه
ام شد نشان داده شده است انج )3( همکاران

ملکولی  پلی پپتیدي با وزن btuB پلاسمیدهاي واجد
 594از  این پروتئین و کنند، کیلو دالتون را کد می 66

راي ترادف نشانه ي اسید آمینه تشکیل شده است و دا
 طی عبور از غشاي اي است که در اسید آمینه 20

 BtuBها در  اندازه لوپ. شود سیتوپلاسمی برداشته می
 در سال. کند باقیمانده اسیدآمینه فرق می 9-19از 

2006، Cherezove  وMartin )4 ( ساختمانx-

ray دار که  دهنده نشان کریستالوگرافی چندین انتقال
و  سطح اتصال سوبسترا از دومین کرك داخلی

لی را دارند نشان دادند و وهاي خارج سل لوپ
ها با کاهش اتصال و  حذف لوپ که گیري کردند نتیجه

مشخص شده است که . انتقال کوبالامین همراه است
در حضور سوبستراي  TonBو  BtuBکمپلکس 
 1997 در سال .شود تشکیل می B12ویتامین 

Ravnum و Andersson )12( که بررسی کردند 
ی موریوم که براي انتقال از سالمونلاتیف btuBبیان ژن 
 B12مورد نیاز است با حضور ویتامین  B12ویتامین 

که کنترل بیان  کردندشود و مشخص  خارجی مهار می
ویسی و هم در سطح ترجمه این ژن هم در سطح رون

کنترل در سطح ترجمه نیاز به ترادف . شود اعمال می
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و هم ترادف کد ) Leader Sequeuce(راهنما 
عنوان ه ابتدا ب btuBژن . دارد) Coding(کننده 

هایی معین شد که موجب مقاومت به  جایگاه جهش
علت . شده است می Eو کولیسین  BF23باکتریوفاژ 
 B12آن است که در انتقال ویتامین  BtuBنامگذاري 
  .نقش دارد

ــن ــژوهش  از ای ــن پ ــام ای ــدف از انج ــد و  رو ه تولی
دهنـده  شناسایی پـروتئین اتصـالی پـري پلاسـمی انتقـال      

ــامین  ــاکتري   )B12 )BtuBویتــ  E. coliاز بــ

O157:H7   ــد مــدت آن هــدفو ــرات  بلن بررســی اث
 در مقابل دوز کشنده باکتري BtuB  پروتئین محافظتی

E. coli O157:H7 هـاي گـرم منفـی     سایر باکتري و
  . باشد می
  

  هامواد و روش
 Taqآنزیم : هامواد شیمیایی و آنزیم -

Polymerase آوران، آنزیم ن فناز شرکت ژT4 

Ligase هاي اندونوکلئاز از شرکت فرمنتاز، آنزیم
ي مواد شیمیایی کننده از شرکت سیناژن و بقیهمحدود

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

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

 .E :هاي باکتریایی، پلاسمید و محیط کشتسویه -

coli O157:H7 ATCC 43889   از دانشگاه
از شرکت سیناژن و  E. coli BL21 (DE3)شاهد و 
 Novagen محصول شرکت (+) PET28aپلاسمید 
  . بوده استآمریکا 

 Luria- Bertani (LB)هاي کشت محیط

Broth  یاLB-Agar هاي شد سویهبراي رE. coli 

 E. coliبراي رشد  .شد استفاده c37°در دماي 
 μg mL-1 50واجد  LBترانسفورم شده از محیط 

  . آنتی بیوتیک کاناماسین استفاده گردید
  از btuBبراي تکثیر ژن btuB: ژن  تکثیر -

 E. coli O157:H7 ATCC 43889  استفاده
تکثیر  PCRژنومیک با استفاده از  DNAاین  .گردید
  . گردید

   Reverseپرایمرهاي  
5́ CAGT     CTCGAG, GAA, GGT, GTA, 
GCT, GC   3 ́

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

 
، و با حذف کدون btuBسازي ژن براي طویل

 His- tagخاتمه از انتهاي ژن استفاده و توالی انتهایی 
ها ترادف شناسایی فلش( گردیداز طریق وکتور اضافه 

 ). Xho Iو  BamHIهاي محدود کننده آنزیم

،  DNAاز ) μL5 )ng100شامل : PCRشرایط 
1μL  پیکومول 20(از هر پرایمر( ، μM2/0  از

dNTP، mM5/1  ازMgcl2 ، u/μl2/0  ازTaq 

DNA Polymerase و μl5/2 ازBuffer PCR 
ر انجام در یک ترمال سایکل μL 25لظت نهایی غدر 
   . شد

سیکل  30دقیقه و  5اولیه با مدت زمان  جدا شدن
 ، با زمان یک دقیقه c56° ،با زمان یک دقیقه  c94°در 

°c72  سازي نهایی با  ثانیه و طویل 20دقیقه و  2با زمان
  . دقیقه انجام شده است 5به مدت  c 72°  دماي

% 1 ي الکتروفورز در به وسیله PCRمحصول 
(w/v) ي گاروز رویت شد و باندي با اندازهاز ژل آ 

bp1845 بعد با استفاده از کیت، . مشاهده گردید
 PCRبرش محصول . تخلیص گردید PCRمحصول 
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صورت گرفت و ژن  BamH Iو  Xho Iبا استفاده از 
 .کلون گردید (+) PET28aبرش خورده در وکتور 

نامیده شد و  PET28a(+) – btuBي جدید  سازه
DNA داخل  نوترکیب به(DE3) BL21 ) به عنوان

 LBها از محیط  کلنی .ترانسفورم گردید) بیانی میزبان

Agar  حاويμg mL-150  از کانامایسین انتخاب
از محیط مایع حاوي  ml 5/1بعد از کشت . شدند

کانامایسین با استفاده از سانتریفیوژ رسوب حاصل جمع 
آوري و با استفاده از کیت تخلیص پلاسمید تخلیص 

هاي  ي آنزیم تولید شده به وسیله ORF. ردیدگ
  .)10و  9( کننده و تعیین توالی تأیید گردیدمحدود

و  PCRپس از تخلیص محصول  :btuB کلون ژن
DNA هاي محدود  ها را با آنزیم پلاسمیدي، آن

هضم نمودیم و براي  Xho Iو  BamHIي  کننده
 هاي مستعد باکتري الحاق ژن در پلاسمید از سلول

BL21 (DE3) E. coli  استفاده شد.  
از  هاي رشد یافته کلنی : BtuBبیان پروتئین 

 LB- Brothاز محیط کشت mL5 را وارد  ها باکتري
بیوتیک کانامایسین کرده و در  یاز آنت μl50واجد 
وقتی .  شیک گردید rpm220با دور  c37°دماي 

OD ي محیط با طول موجnm600  6/0به حدود 
 )IPTG( تیوگالاکتوزیدD–ایزوپروپیل  μL50رسید، 

به مدت  c 37°به محیط اضافه و محیط کشت در دماي 
h5-4 و ساعت شیکر گردید ml5/1  از این محصول

دقیقه  10به مدت  c 4°در دماي rpm5000با دور 
، PBS(سانتریفیوژ و پلت حاصله با بافر نمک فسفات

4/7 pH( ها به همراه مخلوط شد و سلولsample 

buffer  در دماي°c100  دقیقه لیز گردیدند 5به مدت .
روي ژل  SDS-PAGEي  ها به وسیله ي پروتئین همه
آنالیز و با کوماسی بریلیانت بلو رنگ آمیزي و بعد  10%

کیلودالتونی در ژل مشاهده  66با رنگزدایی، یک باند 
ي  است که در نمونه BtuBشد که مؤید تولید پروتئین 

  ). 10و  6، 4( باشد میمشاهده نقابل کنترل منفی 
  

  نتایج 
ژن PCR: با استفاده از  btuBتکثیر ژن  -

btuB  ازE. coli O157 H7  با استفاده ازPCR 
 شکل( کلون گردید (+) PET28aتکثیر و در وکتور 

1a(  
ي آنالیز آنزیم محدود ي حاصله به وسیله سازه

  . تأیید شد DNAکننده و تعیین توالی 
PET28a(+) – btuB  درBL21 (DE3) E. 

coli  ترانسفورم و بیانbtuB نوترکیب همراه با C-

Terminal  His-Tag با موفقیت انجام شد .  
با استفاده از  btuBژن : btuBآنالیز آنزیمی ژن  -

هضم گردید و چون داراي سایت برش  EcoRIآنزیم 
 )ǴAATTC( 1192 هاي روي نوکلئوتید شماره

 bp653 ،bp1192 هاي اندازهدو باند با . باشد می
کلون شده در  btuBمشاهده شد که صحت ژن 

PET28a (+) 1 شکل( دهد را نشان میb(.  
ها با  سمید تخلیص شده از کلونپلا: ها آنالیز کلون -

ژل هضم شده و بر روي  XhoIو BamHI هاي  آنزیم
همان طور که در . درصد الکتروفورز شدند 1آگارز 

ن منفی فاقد ژن الحاقی شکل مشخص شده است کلو
ژن در اثر هضم آنزیمی دو اما وکتورهاي حاوي . است

شوند که  دیده می) باند وکتور و قطعه الحاقی(باندي 
 شدن قطعه الحاقی از پلاسمید است نشان دهنده جدا

  .)1c شکل(
ها بعد از افزودن  پلتBtuB: بیان پروتئین  -

IPTG  القاء گردیدند و پروتئین نوترکیبBtuB 
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، وزن مولکولی پروتئین IPTGبعد از القا با . تولید شد
در  E. coli BL21 (DE3)حاصل از ترانسفورم در 

 )d 1شکل (. کیلو دالتون نشان داده شد 66حدود 

با توجه به کارهاي انجام شده ثابت گردید که 
بوده و پروتئین نوترکیب  bp1845داراي  btuBژن

دهد که  بروز میاي را  66KDaتولیدي فقط یک باند 
  .استBtuB ي وزن مولکولی پروتئین  دهنده نشان

  

  
 

  PCR تکثیر بوسیلهپس از  btuB الکتروفروگرام ژن: 1aشکل 
  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  btuBالکتروفروگرام هضم آنزیمی ژن : 1bشکل 
 
 
 
 
 
 
 

1845  bp 
                                                 5      4      3     2      1  

2000bp 

1500 bp 

1          2       3  

1192 bp 

653bp 

 
1845   bp 

  PCRمحصولات  3و  2، 1هاي  ستون
  مارکر ملکولی 4ستون 
  کنترل منفی  5ستون 

 قبل از هضم  PCRمحصول  1ستون 

  مارکر مولکولی 2ستون 
با آنزیم  PCRهضم محصول  3ستون 

  EcoRI محدود کننده 
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  XhoIو BamHIهاي محدودکننده  لکتروفروگرام هضم پلاسمید نو ترکیب با آنزیما :1c شکل

 
 
 

 آنالیز کل پروتئین 1d: SDS-PAGE شکل  

  
  بحـث
btuB نوکلئوتید که  1845ي  ژنی است با اندازه

که وابسته به غشاي خارجی  BtuBي پروتئین  کدکننده
به فضاي پري پلاسمی،  B12ویتامین  است و در جذب

  . )1( ضروري است E. coliدر باکتري 
مورد نیاز سلول، این ماده  B12براي فراهم شدن 

باید از طریق غشاي خارجی، فضاي پري پلاسمی و 
براي  B12ویتامین . غشاي سیتوپلاسمی به سلول برسد

استفاده  BtuBعبور از غشاي خارجی از رسپتور 
 مسیر وابسته به انرژي را از طریقکند که یک  می

TonB- EXbB- EXbD  از غشاي سیتوپلاسمی

بعد وارد پري پلاسم و در آنجا به . کند دریافت می
ي آن  شود و به وسیله متصل می BtuFپروتئین اتصالی 

شود که این انتقال  منتقل می ABCي  دهنده انتقال به
تشکیل شده که  BtuDو  BtuCدهنده از پرمئاز 

BtuC  داراي جایگاه اتصال بهATP   است که انرژي
کند و مسیر براي  فراهم می ATPانتقال را با هیدرولیز 

 11( گردد به داخل سلول تسهیل می B12ورود ویتامین 
   ).12و 

ي  انجام شد قطعه 1985ال اي که در س در مطالعه
لی به داخل  از فاژ انتقا   btuBکیلو بازي حاوي ژن 1/9

با مشکلاتی از قبیل بیان  و ن گردیدپلاسمید کلو

5       4       3      2       1    

66 kDa 
kDa 
116 

2/66  
45 
35 
25 

4/18  
 

4/14  

  ، کلون3و2و1هاي  ستون
  ، فاقد کلون 4ستون 
  مارکر ملکولی  5ستون 

1845  bp 
3000 bp 

2000 bp 

1500 bp 

Vector 

5     4       3       2        1  
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 61  ... از B12 (btuB)ن رسپتور ویتامین کلون و بیان ژ

ان همراه بوده که میز btuBهاي دیگر به همراه ژن  ژن
داد، ولی مزیت این کار  القاي این پروتئین را کاهش می
انجام شده، این  هاي قبل به نسبت کارهایی که در سال

 BtuBاختصاصی و فقط در جهت بیان  کاملاً است که

رهاي اختصاصی پیش رفته چون با طراحی پرایم 
Reverse  وForward هاي  و به کمک آنزیم

توانستیم   ORFو Bam HI XhoI,محدود کننده 
را تولید  BtuBاي را تکثیر و پروتئین  bp1845 ژن 

  .کنیم
   

  سپاسگزاري
سئول محترم دانی خود را از مقدرکمال تشکر و 

هاي دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل سرکار  آزمایشگاه
ا احمدي و جناب آقاي دکتر محمد سلیمانی خانم فریب

بخصوص  درجاق عضو هیئت علمی دانشگاه آزاد قم و
ي  پور مدیر گروه رشتهجناب آقاي دکتر مجید علی 

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

 .نمایم می
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