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  :مقدمه

هاي مشترك بين انسان    زخم يكي از بيماري   سياه

هــاي  و دام بــوده و داراي پتانــسيل اســتفاده در جنــگ    

 در انسان در نتيجـه      زخمسياهبيماري  . باشدبيولوژيك مي 

ــرآورده   ــا ف ــات بيمــار و ي ــا حيوان ــستقيم ب  هــايتمــاس م

بنـابراين  . شودايجاد مي  مپش و مو پوست،انند  حيوانات م 

شناســان، كــشاورزان، ميكــروب دامــداران، دامپزشــكان،

ــان، كــارگران هــا و كــارگراني كــه در   كــشتارگاه چوپان

 كنند بيشتر در معرض ابـتلاء صنايع پوست و پشم كار مي     

 ه ب ـ زخمسياهدر حيوانات ميكروب     .به اين بيماري هستند   

  م منتقلـــــالس ور مستقيم از حيوان آلوده به حيوانــــط

  
 DNAيك  علاوه بر    باسيلوس آنتراسيس    ).1 (شودنمي

، داراي دو پلاسميد بزرگ   مگاباز 5/4حلقوي به اندازه    

pXO1) هــاي توكــسيكشــامل ژن ( و pXO2) شــامل  

 كپــسول عامــل  .باشــد مــي )هــاي مولــد كپــسول  ژن

زايي بوده و بـاكتري را در برابـر         كننده در بيماري  تعيين

توكـسين  . كندوفاژهاي ميزبان محافظت مي   هجوم ماكر 

 pXO1 يــا PBA1طه يــك پلاســميد بــه نــام ــــــبــا واس

 پــروتئين يــا فــاكتور مولــد ادم  3شــود، كــه ايجــاد مــي

(Edema Factor=EF)ــي ــت، آنتـ ــدهژن محافظـ  كننـ

)Protective Antigen=PA ( ــرگ ــد م ــاكتور مول   و ف

  

  :چكيده
مل ايجـاد كننـده بيمـاري       عا. يك بيماري مشترك بين انسان و دام است       ) آنتراكس(زخم  سياه :زمينه و هدف  

 (LFD1)و ناحيـه يـك فـاكتور كـشنده     ) PA(كننـده  ژن حفاظـت باشد كه آنتيباكتري باسيلوس آنتراسيس مي   
هاي قوي اين باكتري بوده و همواره به عنوان كانديداي واكسن عليـه باسـيلوس آنتراسـيس در نظـر                    ايمونوژن
 Escherichia coli در بـاكتري   (LFD1)ه يك فاكتور كـشنده ژن ناحيهدف اين مطالعه توليد آنتي. اندگرفته شده

  .باشدمي
 PCR شناسايي و بـا واكـنش        pXO1 از پلاسميد    LFD1در اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي ژن        :روش بررسي 
سـازي شـد و بعـد از     همـسانه (pGEM-T easy)در وكتـور  Xho I  و BamH Iهاي آنزيمي با جايگاه. تكثير شد

  ايــن وكتــور بــه بــاكتري   . ســازي گرديــد  زيرهمــسانه(+)pET28aتــور بيــاني  جداســازي بــه وك 
 E. coli-BL21 (DE3) ژنبيــان. شــد) ترانــسفورم( تراريخــت  LFD1 ايزوپروپيــل القــاي تحــت-β -ِD -I-

  .انجام و پروتئين مورد نظر بيان شد )IPTG(گالاكتوپيرانوزيد 
ي تـوالي يـابي،   به وسيله (+)pET28aه در وكتور بياني    كلون شد  (LFD1)ژن ناحيه يك فاكتور كشنده       :هايافته
PCR   همچنين پروتئين نوتركيب توليد شـده بـه وسـيله         . تأييد گرديد  با اثر محدود     يهايم آنز يلههضم به وس   و 
  .گذاري وسترن تاييد گرديد و لكه)SDS-PAGE( م دودسيل سولفات پلي آكريل آميد ژلسدي
 تـوان پروتئين نوتركيب توليد شده در اين تحقيق را مي        ،  LFD1 ن بودن پروتئين  با توجه به ايمونوژ    :گيرينتيجه
  .زخم استفاده نمودها در طراحي واكسن براي بيماري سياهصورت مجزا يا تركيبي با ياورها و يا انتقال دهندهبه
  
 .دهناحيه يك فاكتور كشنزخم، سياه، ، پروتئين نوتركيبباسيلوس آنتراسيس :هاي كليديواژه
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  ).3،2(كند مي را كد )LF=Lethal Factor (سلولي

PA  براي سميت سلول ميزبان در تركيـب بـا LF  

 ضروري است كـه بـه ترتيـب توكـسين كـشنده يـا        EFيا

  بـه   و داراي ناحيه اتصال    )4 (زا توليد كرده  توكسين تورم 

 هــايرســپتور ســلول ميزبــان بــوده و ورود كمــپلكس    

. )5 (نمايـد توكسين را به درون سلول ميزبـان تـسهيل مـي     

توز وارد سيتوزول شـده     ها از طريق آندوسي   اين كمپلكس 

 از طريـق  EFو LF و با اسيدي كردن آندوزوم، دو عامـل 

كـه  ) ايچهـارده رشـته    barrelβ-(اي  هاي پروتئيني كانال

PA  هم آورده اسـت بـه درون سيتوپلاسـم         اها فر  براي آن

ســلول ميزبــان نفــوذ كــرده در آنجــا بــا كمــك كلــسيم،  

ــالمودولين و ــورد  ( رويكــ ــت) LFدر مــ ــاي فعاليــ هــ

اد ـــــ ـ بـا ايج  LF.دـــ ـدهناليتيكي خـود را بـروز مـي   كات

برش در سمت انتهاي آميني سوبستراي اختصاصي خـود         

 Mitogen-activated Protein Kinase Kinasesيعنـي  

)MAPKKs (    بـا ايـن عمـل      . شـود باعث شكستن آن مـي

  سـلول بـه     و هاي لازم جهت تكثير متوقـف شـده       سيگنال

  .)8،7،6 (رودسوي مرگ پيش مي

باشـد   مـي   داراي چهار ناحيـه اصـلي      LFپروتئين  

  و يابـد  امتـداد مـي    262 تـا    1ي  از اسـيدآمينه   1كه ناحيـه    

  از2ناحيـه  . باشـد زا مـي محل اتصال به پروتئين مـصونيت   

دو بخش مجزا تشكيل شده است كـه پـس از فولـدينگ             

 تا  263هاي   و شامل اسيدآمينه   گيرنددر كنار هم قرار مي    

 303ي  از اسـيدآمينه   3 ناحيه   .باشد مي 551 تا   383 و   302

 در تــشكيل جايگــاه 3 و 2ناحيــه  و  تــشكيل شــده382تـا  

 تا 552  اسيدآمينه از كه   4 ناحيه   .فعال آنزيمي نقش دارند   

، بخش كاتاليتيك پروتئين بوده و محـل         امتداد دارد  770

Znبرهمكنش با 
  .)9 (باشد مي+2

ــم ســياه ــه  درزخ فــرم پوســتي، گوارشــي و   س

اگـر بيمـاري در مراحـل       . )10 (افتـد شاقي اتفـاق مـي    استن

هــا بيوتيــكاوليــه تــشخيص داده شــود، عفونــت بــا آنتــي

د نشـو  اما علائم هميشه به موقع ظاهر نمي       ،شوددرمان مي 

بنـابراين واكـسيناسيون    . بيوتيكي موثر باشد  تا درمان آنتي  

  براي حمايت اشخاصي كه در معرض خطر هستند الزامي    

  

ــت ــن. اس ــي  رو از اي ــدادي از آنت ــاي ژنتع ــيلوس ه باس
 ايمني يشان براي القا  به منظور بررسي توانايي    آنتراسيس

از . انـد حمايتي بر عليه بيماري مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه         

، S لايـه     تـوان كپـسول،   هـا مـي   ژنترين اين آنتـي   شناخته

. هاي ديگر را نام بـرد     ساكاريدهاي سطحي و پروتئين   پلي

 را  زخـم سـياه ايي كه بـا يكـديگر توكـسين         هتنها پروتئين 

  هـاي قابـل شناسـايي     بـادي سازند، باعـث توليـد آنتـي      مي

هاي موجود بـر پايـه      بيشتر واكسن . )13،12،11 (شوندمي

-سـياه در حال حاضر واكسن     . باشند مي PAكار بر روي    

 sterneكـشت سـويه     از   در انگلـستان     گرفتـه  مجوز   زخم

 رشـد   alum رسـوب    فيلتـر شـده در    باسيلوس آنتراسـيس    

 PAحـــداكثر پـــروتئين  اســـت و در نتيجـــه داراي يافتــه 

مريكـا  آواكسني كه در ايالات متحـده        .باشدميتوليدي  

 Anthrax Vaccine Adsorbedاجـازه اسـتفاده گرفـت   

AVA)(  امــا برنامـــه طــولاني واكـــسيناسيون   . اســت)6 

  هــا را محــدود ايــن واكــسن)  مــاه18واكــسيناسيون طــي 

  . )14 (سازدمي

دهد كه براي دستيابي بـه      مطالعات اخير نشان مي   

 اســتفاده شـود، چـون تيتــر   LFواكـسني كارآمـد بايـد از    

. )15 (باشـد ژن بالا مي  بادي توليدي توسط اين آنتي    آنتي

هـاي  بـادي از طرفي طي آزمايشي مشخص شد كـه آنتـي      

 LF بعد از بـرهمكنش بـا        LFمونوكلونال توليد شده عليه     

دارد كـه نـشان دهنـده    LFD1 ا بـا  بيـشترين بـرهمكنش ر  

همچنـين طـي تحقيقـي      . )16 (باشـد اهميت اين ناحيه مي   

 تقريبـاً دو    LFD1هـاي   تـوپ مشخص شد كه تعـداد اپـي      

ثير را هاي ديگر است و بيشترين تـا   برابر هر كدام از ناحيه    

كـه   ياز آنجـاي ). 17 ( داردLFD1بـادي را  در توليد آنتي 

LF ــ  ــوده و موج ــاز ب ــك متالوپروتئ ــلولي   ي ــرگ س   ب م

شـود كـار بـر روي كـل آن ممكـن اسـت خطرنـاك                مي

 كـه تـوالي     LFD1ورزي ژنتيكي   همچنين دست . باشد

 باشـد تـر مـي    دارد راحـت   LFتري از كل توالي     كوتاه

هـاي  لذا در اين تحقيق به منظور توليـد واكـسن   .)18(

باسـيلوس  ي   فاكتور كشنده  1مناسب، ناحيه    نوتركيب
 .سازي و بيان گرديدسانه انتخاب و همآنتراسيس
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 :روش بررسي

ــر   ــي پرايم ــراي طراح ــاكتري    LFD1ژن ب ــه ب ــوط ب مرب
 :باسيلوس آنتراسيس

تــوالي ،  آزمايــشگاهيدر ايــن مطالعــه تجربــي

ــاكتري lefكامــل ژن   Gene از باســيلوس آنتراســيس ب

bank)  NBCIبــا شــماره Accession No: M29081 (

 و Oligo و primer3 هـاي استخراج و به كمك نـرم افزار    

DNASIS طراحــي و توســط شــركت ســيناژن هــا پرايمر

 داراي جايگاه شناسايي آنـزيم      بالادستپرايمر  . سنتز شد 

ــر محــدود  ــا اث ــايين و پرايمــر BamH I ب  داراي دســتپ

ه  است كـه ب ـ Xho I جايگاه شناسايي آنزيم با اثر محدود

 BIOLABS_NEB-cutterافـزار تحـت شـبكه       نرموسيله  

  . شدندتعيين

 جايگاه شناسايي آنزيم با اثر محدود   الي پرايمر رفت با     تو

BamH I: 

5'-TAGGATCCGGCGGTCATGGTGATGTAG-3' 
جايگـاه شناسـايي آنـزيم بـا اثـر          توالي پرايمر برگشت بـا      

  :Xho I محدود
5'-CGCTCGAGATTATCTAGATAGATTTATTT 

CTTG TTCGTTAAAT-3' 
 

باســيلوس بــاكتري  :PCR بــا واكــنش LFD1تكثيــر ژن 
 كــه فاقــد پلاســميد   V770-NP1-R ســويه راســيسآنت

pXO2 بوده ولي پلاسميد pXO1 را دارد و به صورت 

از بخـش هـوازي موسـسه     فعـال شـده در فرمـالين         غير

 پلاسـميد بـاكتري بـا اسـتفاده از روش        . شد  تهيه رازي

ــتفاده از  كلروفـــــرم- فنـــــل ــا اســـ ــتخراج و بـــ  اســـ

 اسپكتروفتومتري تعيين غلظت گرديد و به عنوان الگو      

 بــراي PCRواكــنش .  اســتفاده شــدPCRدر واكــنش 

 Taq ميكروليتر آنـزيم  125/0 ابتدا با   LFD1تكثير ژن   

 MgCl2، 4/0 ميلي مولار   2 غلظت   ،)سيناژن( مرازپلي

در  و dNTPs  ميلي مـولار 4/0 مول از هر پرايمر،   پيكو

بـه  . سازي شـد  گراد بهينه  درجه سانتي  61دماي اتصال   

اي ناخواسته تكثير نهـايي     همنظور جلوگيري از جهش   

 در  )Fermentas( مراز پلي Pfu آنزيم   زژن با استفاده ا   

  PCRر واكنش ــــه.  ميكروليتر صورت گرفت25حجم 

  
ميلـي مـولار     4/0 پيكومـول از هـر پرايمـر،       4/0شامل  

dNTPs ،25/0زيمـــد آنـــ واح DNA مـراز  پلـيPfu ، 

 بـــا غلظـــت MgSO4 و 10XPCR ميكروليتـــر بـــافر 5/2

ــي مــولار و  5/2نهــايي  ــانوگرم از 50ميل  پلاســميدهاي ن

 PCRهاي  چرخه. استخراج شده باسيلوس آنتراسيس بود    

 94ابتـدايي در دمـاي      شامل يك مرحله واسرشت شدن      

 ثانيه، اتـصال پرايمـر بـه        45گراد به مدت    درجه سانتي 

 50گراد به مـدت   درجه سانتي61رشته الگو در دماي     

ــو  ــر قطعــه م ــاي  ردثانيــه و تكثي  درجــه 72نظــر در دم

ثانيـه و در پايـان يـك مرحلـه           70گراد به مدت    سانتي

 7گراد به مدت     درجه سانتي  72تكثير نهايي در دماي     

  .)19 (دقيقه بود

محـصول   :PCRسـازي قطعـه حاصـل از واكـنش     همسانه

PCRبــه كمــك مــاركر اســيد نوكلئيــك  )#SM0313( 

بـا   روي ژل آگـارز   سـپس   .  بررسـي شـد    روي ژل آگارز  

. منتقل شد ) سيناژن(  درصد 1دماي ذوب پايين با غلظت      

ــتخراج   ــتفاده از كيـــت اسـ ــا اسـ ــارز DNAبـ  از ژل آگـ

(Bioneer)   محصول ،PCR         از ژل آگارز بـا دمـاي ذوب 

 آن  3' بـه انتهـاي      Aپايين استخراج گرديـد و نوكلئوتيـد        

 A داراي دنبالـه     PCRواكنش الحاق محصول    . اضافه شد 

ــور ــه pEGM-T Easy Vector  (Promega)و وكت ك

 خود است، با كمـك آنـزيم        3' در انتهاي    Tداراي دنباله   

T4 ــه 4 ســـاعت در دمـــاي 16 ليگـــاز بـــه مـــدت    درجـ

 سـازي، همـسانه  انجـام  از بعـد . گـراد انجـام شـد   سـانتي 

 شـوك  روش بـا  حاصـل  وكتـور نوتركيـب   تراريختـي 

  انجـام DH5α سويه E.coliهاي مستعد سلول به حرارتي

 آگـار  LBپليـت   روي بـر  هـا ن باكترياي گرفت و سپس

 µg/ml80سـيلين بـا غلظـت    آمپـي   وXgal-IPTGداراي 

 12 زمـان  مـدت  گذشـت  از بعـد . دندــ ـش داده كـشت 

. انـد مـشاهده  رنگ قابل و آبي دـــسفي هايكلني ساعت

 چندگانه جايگاه كه اين است وكتور اين هاي ويژگي از

 گرفتـه  ارقر گالاكتوزيداز-βژن  وسط در سازيهمسانه

 غيـر  وكتـور بـا   اين در سازي شدههمسانه  ورود قطعه.است
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 بنابراين. است همراه گالاكتوزيداز- βژن  شدن فعال

 عدم  نوتركيب باDNAهاي حاوي سلول گريغربال

 گالاكتوزيـداز - βسـاخت آنـزيم    در هـا آن توانـايي 

وتركيب داراي ـــ ـهـاي ن هـــ ـسوي. گيـرد مـي  صـورت 

 آبـي  فاقد وكتور نوتركيـب، هاي رنگ سفيد و سويه

  ). 19(باشند مي رنگ

 بـا اثـر محـدود       هـاي سپس قطعات توسط آنـزيم    

BamH I  Fermentas, #EROO51  وXho I  وكتـور  از

pEGM-T Easy   ــاني ــور بيــ ــازي و در وكتــ  جداســ

pET28a(+) (Qiagen)  ــزيم ــين آن ــا هم ــه ب ــرش   ك ــا ب ه

هاي نوتركيـب   وكتور.  شد سازيهمسانهخورده بود، زير    

 BL21(DE3)  سـويه E. coliهاي مستعد  سلولاصل بهح

(Stratagen) 19(ند  شدريختترا.(  

هـاي جداسـازي   از كشت شبانه كلـون   :نظر بيان ژن مورد  

  مـايع LBليتر محـيط     ميلي 5 ميكروليتر به    100شده ميزان   

تلقـيح و پـس از       µg/ml80حاوي كانامايـسين بـا غلظـت        

بــراي ( ومتر نــان600در طــول مــوج  6/0 بــه ODرســيدن 

كننــده ، مــاده القــا)بدســت آوردن ميــزان رشــد بــاكتري 

ــوتر ــلا پرومــ ــدگالاكتوپ-β-D-1-يزوپروپيــ  يرانوزيــ

)IPTG ()Fermentas ( مـولار بـه     ميلـي  1  نهايي با غلظت

 37 سـاعت در دمـاي   5محيط كشت افـزوده و بـه مـدت         

 .)12 ( شدگرماگذاريگراد درجه سانتي

  پلي آكريل آميـدژل     ملايم دودفسيل فسفات   الكتروفورز

)SDS-PAGE(: هاي قبـل و بعـد از القـاي    نمونهIPTG ،

ــي    ــاركر پروتئين ــا م ــراه ب  PR0602-S((Vivantis)#( هم

 12غلظـت ژل    . تحت شرايط دناتوره، الكتروفورز شـدند     

 .)19( آمپر بود ميلي25با جريان ثابت درصد 

بـراي تاييـد پـروتئين نوتركيـب      :تاييد پروتئين نوتركيـب 

ــا آنتــي بيــان شــ ــادي ضــدده از تكنيــك ايمونــوبلات ب   ب

His-tagــا  .  اســتفاده شــد ــان ب عــصاره ســلولي پــس از بي

ــستم   ــتفاده از سيـ ــذاري لكـــهاسـ ــترن گـ    Bio-radوسـ

)Mini Protean(  ــال ــافر انتقــ ــسين( و بــ  192 گلايــ

و   درصـد SDS  1/0مـولار،  ميلـي 25مولار، تـريس  ميلي

ــانول  ســلولز روي كاغــذ نيترو ):pH 3/8و  درصــد 20مت

 PBSTكاغـذ نيتروسـلولز بـا اسـتفاده از بـافر            . منتقل شـد  

)NaCl 37 مـــــولار، ميلــــي KCl 7/2 مـــــولار، ميلــــي 

Na2HPO4.7H2O 3/4 و  درصـد  20 مولار، تويين  ميلي  

2/7: pH(   ــه مــدت    درصــد5حــاوي  16شــير خــشك ب

نمونه .  بلاك گرديد  گراد درجه سانتي  4ساعت در دماي    

 بـه مـدت يـك       ،PBSTفر  پس از سه بار شست شو بـا بـا         

 His-tagضـــد بـــاديآنتـــي10000/1ســـاعت بـــا رقـــت 

(ebcam)ــه ــافر دار  كانژوگ ــاق  PBSTدر ب ــاي ات  در دم

در نهايت پس از سـه بـار شـست شـو بـا بـافر          . مجاور شد 

PBST ــراي آشــكار ســازي از ــسترا، ب ــريس(  سوب ــافر ت  ب

mM50  8/7وpH:  ــاوي ) mg6 DAB ،10µl H2O2حـ

ام واكنش بين كانژوگه و سوبـسترا و        پس از انج  . استفاده شد 

واكـنش  زي،  ند پروتئيني روي كاغذ نيترو سلول     ظاهر شدن با  

 .)19( متوقف گرديد H2Oبا استفاده از 

  

 :هايافته

 بـه  LF ژن 1ناحيـه   پـس از تكثيـر  : LF ژن 1تكثير ناحيـه  

، محصول روي ژل آگارز مورد ارزيابي قرار     PCRروش  

ظ اندازه با ژن هدف مـا       نظر از لحا   قطعه مورد كه  گرفت  

  .)1تصوير شماره  () جفت باز771( خواني داشتهم

  
 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 و تكثيـر   pXO1 روي پلاسـميد   PCR: 1 تصوير شماره 
  . ناحيه يك فاكتور كشندهژن

 محـصول   3 و   2 اسـيد نوكلئيـك، چاهـك        ماركر 1چاهك  
PCR) bp771.(  
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ــور  ييــد همــسانهتا  pEGM-Tســازي ژن هــدف در وكت

Easy :       هـا روي ژل    ييـد آن  اپس از تخلـيص پلاسـميد و ت

 به عنـوان الگـو در        پلاسميدها ييد بيشتر از  ، براي تا  آگارز

 بــا دو آنــزيماســتفاده گرديــد، از طرفــي PCR واكــنش 

BamH I و Xho I دند سپس به كمك مـاركر ـــهضم ش 

 771(  قطعه خارج شـده از وكتـور       ه، انداز اسيد نوكلئيك 

  .)2وير شماره تص (ييد شدات )جفت باز

ــر تا ــد زي ــسانه يي ــاني  هم ــور بي ــدف در وكت ــازي ژن ه  س

pET28a(+) :  هــا پــس از تخلــيص پلاســميد و تأييــد آن

 به عنـوان    پلاسميدهابراي تأييد بيشتر از     روي ژل آگارز،    

بـا دو   اسـتفاده گرديـد، از طرفـي      PCRالگو در واكـنش     

ــه .نــدگرديدهــضم  Xho I و BamH I آنــزيم  ســپس ب

 قطعه خارج شده از     ه، انداز سيد نوكلئيك  ا كمك ماركر 

  .)3تصوير شماره  (د گرديييدات ) جفت باز771(وكتور 

  

  
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

سـازي ژن هـدف در      تاييد همـسانه   : 2تصوير شماره   
  .pEGM-T Easy وكتور

ــي :1چاهــك  ــر محــدود  هــضم آنزيم ــا اث ــور ب روي وكت
pEGM-T Easyو برش ژن  )bp771(  وكتـور 2، چاهـك   
pEGM-T Easyو3هاي  داراي ژن برش نخورده، چاهك  

 PCR محـصول    6 و 5هاي   اسيد نوكلئيك، چاهك   ماركر 4
  ).pEGM-T Easy) bp771روي وكتور 

  

  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  

  

  

سازي ژن هـدف در     ييد زيرهمسانه تا :3تصوير شماره   
  .(+)pET28a وكتور بياني

 روي وكتــــور PCR محــــصول 2 و 1هــــاي چاهــــك
pET28a(+)) bp771(،اســيد مــاركر 4 و3هــاي  چاهــك 

بـا اثـر محـدود       هضم آنزيمي    6 و   5هاي  نوكلئيك، چاهك 
  ).bp771( و برش ژن (+)pET28aروي وكتور 

  

در ايــن مرحلــه پــس از : (+)pET28a بيــان ژن در وكتــور

ــشت  ــاكتريك ــاب ــا  ه ــا ب ــورت  IPTG و الق ــان ژن ص  بي

هـاي  نيهـا پـروتئ  شكست ديواره باكتري پس از  .پذيرفت

ــاآن ــد و بــه كمــك     SDS-PAGEروي ژل  ه ــرده ش ب

بـا توجـه بـه      . مورد بررسـي قـرار گرفـت      ماركر پروتئيني   

 استفاده   درصد 12از ژل    ≈kD32 وزن پروتئين نوتركيب  

 نتايج نشان داد كه پروتئين مـورد نظـر در نمونـه القـا         .شد

 شـده بيــان شــده ولــي در نمونـه شــاهد بيــان نــشده اســت  

  .)4تصوير شماره (
  پروتئينـــي بـــه دســـت آمـــده بـــا تكنيـــك ييـــد محـــصول ات

 Western Blotting:  ييد محـصول پروتئينـي از   ابه منظور ت

در ايـن روش از  .  اسـتفاده شـد  Western Blottingتكنيـك  

در سـتون تـست كـه       . اسـتفاده شـد    His-tagضـد   بادي  آنتي

  است يك باند در نزديكي     IPTGالقا شده با    مربوط به نمونة    

kD32تحت القـاي  كه شاهددر ستون شود كه  مشاهده مي 

IPTG 5تصوير شماره  (شودمشاهده نمي نبوده(.  
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 و بررسي    ناحيه يك فاكتور كشنده    بيان ژن  :4تصوير شماره   
 سديم دودسيل سولفات پلي آكريل آميد       آن با الكتروفورز  

 ).SDS-PAGE( ژل

  نمونـه القـا شـده بـا    2 نمونه شـاهد القـا نـشده، سـتون           1ستون  
IPTG و مشاهده پروتئين kD32 ماركر پروتئين3، ستون .  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   

  .Western Blotting تاييد پروتئين حاصل با :5تصوير شماره 
 گـالاكتوز   D-B-1 ايزوپروپيـل    القا شـده بـا    نمونة   1ستون  

 نمونـه   2، سـتون    kD32  و وجود بانـد در ناحيـه       پيرانوزيد
 عـدم وجـود بانـد،     نبـوده و IPTGكه تحت القـاي   شاهد
   ماركر پروتئيني3ستون 

  

  :بحث

 پـــس از  LFD1در ايـــن مطالعـــه تجربـــي ژن   

 TA cloningشناسايي و جداسازي، با استفاده از سيـستم  

سـازي و در    همـسانه  سازي و در وكتور بياني زيـر      همسانه

ــياكلي ــد اشرش  مهندســي و 1994در ســال .  بيــان گردي

بـا تعـداد    (Tسـازي خـانواده     ساخت وكتورهـاي همـسانه    

ــالا، ژن   ــي ب ــداز و -βكپ ــصاصيMCSگالاكتوزي )  اخت

هـاي تكثيـر يافتـه بـا        سـازي ژن  منجر به سـهولت همـسانه     

در .  شـد Taq high fidelity و Taqپليمرازهـايي از قبيـل   

اين مطالعه تجربي نيز با توجـه بـه ارزش چنـين سيـستمي              

  شـد pGEM-T Easyسازي در وكتور مبادرت به همسانه

.  استفاده شـد   (+)pET28aچنين از وكتور بياني     هم. )20(

هـاي  هـاي نوتركيـب از روش    امروزه براي توليد پـروتئين    

 بــه عنــوان اشرشــياكلي. شــودبيوتكنولــوژي اســتفاده مــي

هاي نوتركيب هم در تحقيقات     ميزباني براي بيان پروتئين   

در ايـن  . شودو هم در صنعت به طور گسترده استفاده مي        

 به  BL21 نوتركيب از سويه     LFD1وليد  تحقيق نيز براي ت   

عنـــوان ميزبـــان اســـتفاده شـــد كـــه فاقـــد پروتئازهـــاي  

 HtpR و DegP ،OmpT ،Lonسيتوپلاســـمي از جملـــه  

 در اين ميزبـان     LFD1بنابراين بيان مناسب    . )21 (باشدمي

   .باشدبه دليل عدم حضور اين پروتئازها مي

  و همكـــارانJessica  مطالعـــات2007در ســـال 

 تيتـر   LFD1- Lichenaseداد كه پروتئين ممزوجي     نشان  

هـا  بـادي كنـد كـه ايـن آنتـي       بادي بالايي توليـد مـي     آنتي

  را دارنـد in vitroزخـم در  قدرت خنثي سازي سم سـياه 

 LFهاي  تمامي دومين  Baillie آقاي   2010در سال    ).15(

  را بــه صــورت مجــزا كلــون و بيــان نمــود و خــواص       

 تـوان ايجـاد     LFD1ي نمود كـه     ها را بررس  زايي آن ايمني

 LFكه بخش عملكردي     ياز آنجاي . زايي را داشت  ايمني

ــه776(  كــه خاصــيت باســيلوس آنتراســيس)  اســيد آمين

ــي   ــرگ ســلولي م ــروز م شــود، كــشندگي دارد باعــث ب

ژن در مطالعـاتي كـه در ايـن زمينـه     اسـتفاده از ايـن آنتـي   

  در اين مطالعه. باشدشود امري ضروري ميانجام مي
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ـــ ناحي ــه ق  انتخــاب و مLFD1ه ـــ ـــورد مطالع ـــرار ـ ــ

 و )16 (و همكـاران   Albrecht مطالعـات  كـه  گــرفت

Nguyen  دهنده وجود بيـشترين    نشان) 17(  و همكاران

 آن بـوده كـه   1 در ناحيه LFهاي توپو مؤثرترين اپي  

  ييــد كننــده انتخــاب ناحيــه مناســب در ايــن مطالعــه  تا

   .باشدمي

زخـم در  ز بـه توليـد واكـسن سـياه        با توجه به نيا   

 در تهيـه واكـسن، ايـن    LFكشور و ضرورت استفاده از     

 انجـام   LFD1تحقيق به منظور توليد پروتئين نوتركيـب        

گـذاري  لكـه   وSDS-PAGEگرفت و نتايج حاصـل از  

لـذا از   . باشد در اين تحقيق مي    LFD1وسترن مؤيد بيان    

ي بـه  تـوان در مطالعـات آت ـ    اين پـروتئين نوتركيـب مـي      

  .هاي كارآمد استفاده نمودمنظور توليد واكسن

  

  :گيرينتيجه

 pGEM-Teasy  پس از تكثيـر در وكتـور       LFD1ژن  

 منتقـل  (+)pET28aسازي شد، سـپس بـه وكتـور         همسانه

تمامي شواهد ماننـد تعيـين تـوالي        . سازي گرديد وهمسانه

ژن، تعيين وزن مولكولي پروتئين بيان شده و واكـنش بـا            

  فاكتور كشنده  1 مؤيد بيان ناحيه     His-tagضد  بادي  آنتي

(LFD1) لذا در مطالعات بعـدي اثـرات ايمنـي    . باشد مي-

زايي آن به تنهايي يا به همراه ساير عوامل ايمونوژن قابل           

  .باشدبررسي مي

  

  : و قدردانيتشكر

از گروه و مركز تحقيقات زيست شناسي دانشگاه        

بودنـد كمـال    كـه حـامي ايـن تحقيـق     )ع( جامع امام حسين  
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Background and aims: Anthrax is a common disease in human and livestock caused by 

Bacillus anthracis. Bacillus anthracis has two strong immunogen proteins: Protective antigen 

(PA) and lethal factor domain I (LFD1) that has been always considered as a candidate vaccine 

against Bacillus anthracis. The aim of this study was to express the lethal factor domain I in 

Escherichia coli.  
Methods: In this laboratory experimental study, the gene of LFD1 was detected and amplified 

from pXO1 plasmid by PCR. The gene was cloned with Bam H I and Xho I restriction site in 

cloning vector (pGEM-T easy), after isolation was sub cloned to expression vector pET28a(+). 

This vector was transformed to E. coli-BL21 (DE3) to express LFD1 gene. The expression of 

LFD1 gene was induced by IPTG, and LFD1 protein was produced. 

Results: The cloned LFD1 gene in pET28a(+) vector was confirmed by sequencing, PCR and 

enzymatic analysis. The expressed recombinant protein was confirmed by SDS-PAGE and 

Western blotting. 

Conclusion: According to immunogenicity of LFD1 protein, the produced recombinant protein 

can be used separately or in combination by adjuvants and delivers to design a vaccine against 

anthrax. 
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