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باسيلوس  كننده حفاظتژن  آنتي4كلون، امتزاج و بيان نوتركيب ناحيه 
 اشرشياكلي باكتري  كلرا توكسين درB با زيرواحد آنتراسيس

  
   رضايي مهدي، جهان تيغ دانيال ،*هنري حسيندكتر  ،تقي پور بلال

 .، تهران، ايران)ع (مركز تحقيقات زيست شناسي، دانشگاه جامع امام حسين

 11/4/91:         تاريخ پذيرش24/1/91: اصلاح نهايي        22/9/90 :تاريخ دريافت

    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   :مقدمه
بيني به خاطر  ايمني موكوسي از طريق دهان و

 كاربرد آسان و توانايي افزايش ايمني حفاظتي مخصوصاً
عليه پاتوژن هاي موكوسي توجه زيادي را به خود جلب 

   از محققين گزارش تعداد زيادي). 2،1(كرده است 
 وكه تحويل واكسن نوتركيب از طريق دهان داده اند 

بيني بدون استفاده از يك ناقل تحويل دهنده يا ادجوانت 
و انتروتوكسين حساس ) ct (موكوسي مانند كلراتوكسين

در  اغلب به شدت ضعيف مي باشد و )LT (به حرارت
. بعضي مواقع با پاسخ ايمني بسيار ضعيفي همراه مي باشد

  ركيب با يكـهاي واكسن نوت نژاستفاده همزمان آنتي 

  
طور چشمگيري پاسخ ايمني  وكوسي قوي بهادجوانت م

اين افزايش پاسخ با واكسن هاي . را افزايش مي دهد
 در بعضي مواقع حتي معمولي قابل مقايسه مي باشد و

  .سطح بالاتري دارد

 نگراني در مورد ايمني سميت،خاصيت ايجاد 
). 3( اين ادجوانت ها را افزايش داده است استفاده از

مشكل سميت توكسين كامل يك ديدگاه براي حل 
 غير توكسيك اين توكسين ها Bزير واحد  استفاده از
زمايشات پزشكي ارزيابي ر آنها دآكه ايمني  مي باشد
 يك نمونه معروف از توكسين هاي ct ).4( شده است

  :چكيده
 cholera toxin B) (ctB=  كلرا توكسينBواحد  ژن ها با زير تركيب يا اتصال ژنتيكي آنتي :زمينه و هدف

 4 به ژن كد كننده ناحيه ctBهدف از اين مطالعه اتصال . كندبادي موكوسي قوي اي را ايجاد ميپاسخ آنتي
 به منظور بيان پروتئين كايمريك به عنوان )Protective antigen Domain 4=PaD4 (آنتي ژن حفاظت كننده

  .كانديدا واكسن عليه بيماري سياه زخم مي باشد
 وctB هاي   با پرايمرهاي اختصاصي براي ژنPCR در اين تحقيق تجربي آزمايشگاهي واكنش :روش بررسي

PaD4ثير شده به طور جداگانه در  انجام شد و ژن هاي تكPGEM-T easy vectorسپس ژن . كلون شدند PaD4 
 زير همسانه PET28a در ctB-PaD4 با روش هضم آنزيمي متصل شد و ژن امتزاج شده ctB ژن 3'به انتهاي 

توسط وكتور نوتركيب ترانسفورم شد و بيان پروتئين كايمر تحت  E.coli باكتري BL21سويه . سازي گرديد
 و وسترن SDS.PAGEقرار گرفت و به وسيله تكنيك ) (IPTGگالاكتوپيرانوزيد -D -1-بتا -ايزوپروپيلاي الق

  .  بلات مورد ارزيابي قرار گرفت
اين . تعيين توالي مورد تأييد قرار گرفت  و PCR ساخته شد و با تكنيك ctB-PaD4 ژن امتزاج شده :يافته ها

 درجه سانتيگراد بيان گرديد و پروتئين كايمر با موفقيت 37اي بهينه در دمBL21 سويه  E.coli  ژن در باكتري
  .   بلات تأييد گرديد وسترن و SDS.PAGE تكنيك باند مربوط به اين پروتئين با. توليد شد

تواند به عنوان واكسن زير واحدي كايمر اين پروتئين نوتركيب بعد از بررسي ايمني زايي مي: نتيجه گيري
  . به صورت خوراكي يا استنشاقي استفاده شودباسيلوس آنتراسيسليه باكتري جديد و موثر ع

  
  .واكسن كايمر، B، كلرا توكسين باسيلوس آنتراسيس.ژن حفاظت كننده،آنتي،امتزاج :هاي كليديواژه
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است كه به وسيله ويبريو كلرا  (AB) چند زير واحدي
ج  و پنA شامل يك زير واحد ctمولكول . توليد مي شود

 )ctB ( كلراتوكسينBزير واحد .  استBزير واحد 
 پلي پپتيد مشابه است كه در باكتري جمع 5متشكل از 
قه اي شكل ليك ساختار پنتامريك پايدار ح و مي شوند

  به صورت انتخابي به  ctB .آورندوجود ميه را ب
كه در غشاي سلول هاي  GM1هاي گانگليوزيد مولكول

  متصل مي شود،ا قرار دارنده Mcell اپيتليال روده و
)5 .(ctBلكول انتقال دهنده موثر براي و به عنوان يك م

هاي آنتي ژني پروتئين هاي خارجي مانند واكسن
 ).6( هاي خودي استفاده مي شود موكوسي و آنتي ژن

ctB لكول انتقال دهنده بسيار موثري براي ترشح وم
تي وكوسي براي آنــي بادي سيستميك و مـــپاسخ آنت

  هاي كنژوگه شده به صورت شيميايي و ژنتيكي  ژن
مي باشد و عليه بيماري هاي خود ايمني ايجاد تحمل 

مقدار پروتئين كنژوگه ). 7-9 (ايمني موكوسي مي كند
 برابر نسبت T ،10000شده براي فعال سازي سلول هاي 

  ). 10( زاد كمتر مي باشدآبه آنتي ژن 
براي  ctB  وسيلهاثرات انتقال كارآمد آنتي ژن به

افزايش پاسخ آنتي بادي سيستميك و موكوسي به 
  سلول هاي دندرتيك.واكسيناسيون محدود نمي شود

)DC( فعال شده با ctB توانايي افزايش كمپلكس اصلي 
سازگاري بافتي و ترشح همزمان مولكول هاي ثانويه 

 را روي سطح سلول هاي CD86 و CD80مانند 
و همچنين باعث ترشح د نكنايجاد مي دندرتيك

اين توانايي ممكن . شوندسيتوكاين هاي پيش التهابي مي
است كه يك تكنولوژي جديد به نام واكسن هاي فعال 

هاي كنژوگه پروتئين). 11(  را به وجود آوردDCشده با 
هاي ه پروتئينــنسبت ب) اتصال ژنتيكي (ctBده به ـــش

ل پاسخ با اين مولكو) اتصال شيميايي(مخلوط شده 
   ). 12،11( دنايمني بيشتري را توليد مي كن

ل باعث ب قاه  از سالباكتري باسيلوس آنتراسيس
شده ن وحشي و خانگي اايجاد بيماري در گياه خوار

اگرچه شيوع سياه زخم طبيعي در انسان بسيار كم . است
ي اين باكتري براي ولي به خاطر پتانسيل بالا، مي باشد

 تلاش براي توليد ،ح بيولوژيكاستفاده به عنوان سلا
. واكسن انساني عليه اين بيماري افزايش يافته است

 دو فاكتور اصلي باسيلوس آنتراسيسو كپسول  توكسين
توكسين ). 13-15( مي باشنداكتري بيماريزايي اين ب

وسيله سه ه  يك كمپلكس سه قسمتي است كه بباكتري
 پروتئين اين سه. پروتئين مونومر غيرسمي ايجاد مي شود

 يك متالوپروتئاز LF. دنمي باش EF و LF ،Paشامل
وابسته به روي است كه مسير سيگنالي پروتئين كيناز 

 يك آدنيلات EF. وابسته به ميتوژن را غير فعال مي سازد
 كلسيم است كه توليد سيكلاز وابسته به كالمادولين و

AMPكند  حلقوي داخل سلولي را كاتاليز مي. EF  و 
LFيتوزول اثرات سمي خود را اعمال مي كنند در س. 
PA يك حامل براي انتقال LF و  EF از فضاي خارج

كمپلكس ). 16( سلولي به سيتوزول ميزبان مي باشد
  به ترتيب به عنوان توكسينPa/EF و Pa/LF دوتايي

آنتي بادي . توكسين ادم شناخته مي شوند مرگ و
 به Pa  با واسطهEF و LF انتقال Pa اختصاصي عليه

توكسين  ن ادم ويتوكس درون سلول را منع مي كند و
 يك آنتي ژن اصلي Paبنابراين . مرگ را خنثي مي سازد
 به يك Pa.  مي باشدسياه زخمدر بيشتر واكسن هاي 
 ATR كشف شده است به نام رسپتور سلولي كه اخيراً

اين پروتئين نقش اوليه در اتصال ). 17(شود متصل مي 
 چهار اين پروتئين واسطه  ناحيه وارددبه سلول هدف 

 4بنابراين ناحيه .  به رسپتور سلولي مي باشدPaاتصال 
اين پروتئين هدف جذاب و ويژه براي توليد كانديدا 

  . واكسن مي باشد
اين مطالعه با هدف كلون، امتزاج و بيان 

ژن حفاظت كننده باسيلوس  آنتي4نوتركيب ناحيه 
 طراحي E.coliباكتري   درctBبا ) PaD4(آنتراسيس 

  .گرديد
  

 :  بررسيروش

ژن ابتدا   تجربي آزمايشگاهي،در اين مطالعه
ctB كد كننده  ژنبه PaD4   باسيلوس آنتراسيس متصل
ژن ابتدا هر دوي اين  راي اتصال ژنتيكي اين دوـــب. شد
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ها در وكتور كلونينگ همسانه سازي شدند و به  ژن
 به هم متصل وسيله روش هضم آنزيمي اين دو ژن

 را بعد از جايگاه PaD4در پرايمر پيشرو ژن سپس  .شدند
 كه يك لينكر GPGP توالي لينكر BamHΙبرش 

 اين لينكر براي ارائه اپي . قرار داديم،انعطاف پذير است
عدم تداخل اين دو پروتئين  هاي اين دو پروتئين و توپ

  در باكتريctB-PaD4ين كايمر ئپروت. ضروري مي باشد
E.coli به عنوان يك كانديدا واكسن عليه  گرديد وانيب 

  .اين پاتوژن در نظر گرفته شد
فرمنتاز، ( pfu پليمراز DNAدر اين مطالعه از 

فرمنتاز، ( BamHΙ و SalΙ HindIIIهاي ، آنزيم)ليتواني
 ، وكتور)PC0708، ويوانتيس، مالزي( IPTG ،)ليتواني
 )3-69864، يكاآمر متحده ايالات نواژن،( pET-28a بياني

 استفاده )A1360 ،پرومگا(pGEM-T گ وكتوركلونينو
 ژنوميك باسيلوس آنتراسيس و ويبريوكلرا DNA. شد

. دـــ استفاده شدنPCRبه عنوان الگو در  استخراج و
از  E.coli باكتري BL- 21(DE3) و DH5α  هايسوش

 رهايوكتو. دندـــشركت اينويتروژن و نواژن تهيه ش

pGEM-T و pET-28a  به ترتيب به عنوان
قرار استفاده مورد وكتوركلونينگ و وكتور بياني 

با  آگار و  براثLBباكتري ها در محيط . گرفتند
سيگما، ( بدون كانامايسين و) مرك، آلمان(كانامايسين 

  .كشت داده شدند) ايالات متحده آمريكا

  :ساخت وكتور بياني نوتركيب باكتريايي
DNAلرا باكتري ويبريوك ژنوميO1  547سوش 

) K0721،فرمنتاز، ليتواني ( تجاريوسيله كيته ب
 رو د PCRوسيله واكنش ه  بctB  ژن. گرديداستخراج

 94دماي ) دناتوره(مرحله اول .  گرديدشرايط زير تكثير
  سيكل30 دقيقه، مرحله دوم شامل5درجه به مدت 

 ثانيه، اتصال 45 درجه به مدت 94دناتوره در دماي 
 ثانيه و گسترش در 35 درجه به مدت 58پرايمر در دماي 

دقيقه و مرحله سوم يا گسترش 1جه به مدت ر د72دماي 
.  دقيقه انجام گرديد5 درجه به مدت 72نهايي در دماي 

  : استفاده گرديد ctBبراي تكثير از پرايمر هاي زير 

ForwardctB:5′GTCGACGGAGGCTTTATGAT
TAAATTAAAATTTGG3′ 
ReversectB:5′AAGCTTATTAGGATCCCAAA
TTTGCCATACTAAT3′  

 

 به ترتيب شامل جايگاه هاي زيرتوالي هاي 
  ژن،بعد از تكثير. استBamHΙ  و  HindII،SalΙ برش
ctBوسيله كيت تخليص ه  ب PCR)،انآلم روش، 

 pGEM-T easyو در وكتور  تخليص شد) 11732668001

جايگاه برش در  دو. همسانه سازي گرديد) پرومگا(
 ،اين دو جايگاه برش  طراحي شد وctB پرايمر پيرو ژن
براي . نيز قرار داده شدPaD4  پيشرو ژن در پرايمر پيرو و

 نيز در وكتور كلونينگ PaD4 ژن ، اين دو ژنفيوژ
با  PaD4 بدين صورت كه ژن. ديدهمسانه سازي گر

 باكتري باسيلوس آنتراسيس با  ژنومDNAاستفاده از 
 كه NCBI در بانك ژن  NC00732202شماره دسترسي

با از موسسه واكسن سازي و سرم سازي رازي تهيه و 
 درجه به 94مرحله دناتوره دماي : شرايط زير تكثير شد

وره در دنات:  سيكل30 دقيقه، مرحله دوم شامل 5مدت 
 ثانيه، اتصال پرايمر در دماي 45 درجه به مدت 94دماي 

جه ر د72 ثانيه و گسترش در دماي 45 درجه به مدت 60
 درجه 72دقيقه و مرحله گسترش نهايي در دماي 1به مدت 
 زير  هايپرايمر ابPaD4   ژن. گرديد دقيقه انجام 5به مدت 
  :شد تكثير

  
ForwardPAD4:5'GGATCCGGACCAGGACCA
ATGCAAGGGAAAGACATAACCG 
3′ReversePAD4:5′CCCAAGCTTCATTAAAAT
TTTCTTGATCCCGTT 3′            

 و  BamHIجايگاه برش اين دو پرايمر به ترتيـب         
HindIII تـوالي لينكـر      .باشد  مي GPGP      بعـد از جايگـاه 

 بعـد از    . در پرايمر پيشرو قرار گرفته اسـت       BamHIبرش  
در  كيـت تخلـيص و     قطعات تكثير شده به وسـيله        ،تكثير

قطعــه . همــسانه ســازي گرديــد pGEM-T easyوكتــور 
  بـــه وســـيله آنـــزيم هـــايpGEM-PaD4وارد شـــده در 

BamHI   و HindIII    پلاسـميد نوتركيـب    .  برش داده شـد
pGEM-ctB     نيز به وسيله همان دو آنزيم بـرش داده شـد

طول  در.  نوكلئوتيدي از آن خارج گرديد4يك قطعه  و
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ــاق  ــد الحـ ــ، فرآينـ ــميد PaD4ه قطعـ ــل پلاسـ ــه داخـ     بـ
pGEM-ctB  ــه ــاي قطع ــه ج ــد 4 ب ــايي وارد ش ــازه. ت   س

HindIII  SalΙ- ctB-BamHI-gpgp linker-PaD4- بعد 
 سـوش   E.coli  به بـاكتري وساخته شد  از فرآيند اتصال

DH5α  ژن فيوژ شـده   . انتقال يافت ctB-PaD4     بـه داخـل 
pET-28a زير همسانه سازي شد.  

 :ين نوتركيبتخليص پروتئ بيان و

 ctB-PaD4براي بيان ژن BL-21(DE3)  سوش
   به سوشctB-PaD4وكتور بياني  .استفاده شد

BL-21(DE3) تك براي بيان اين ژن. انتقال يافت 
 ug/ml50 شامل LB محيط ml10كلوني گرفته شد و در 

 به مدت يك rpm 150 درجه با 37كانامايسين در دماي 
حله بعد كشت باكتري در مر. شبانه روز گرماگذاري شد

 ug/ml50 تازه شامل LB در محيط 10 به 1با نسبت 

 37آنتي بيوتيك كانامايسين به مدت دو ساعت در دماي 
.  در شيكر انكوباتور گرماگذاري شد150درجه با دور

 در غلظت IPTG با ctB-PaD4بيان پروتئين نوتركيب 
اي بعد از القا رشد باكتري ها در دم.  القا شدmM1نهايي 

 5  به مدتrpm150 درجه در شيكر انكوباتور با دور 37
 miسلول ها به وسيله سانتريفيوژ . ساعت ادامه يافت

)n 10 -14000(رسوب جمع آوري .  جمع آوري شدند
و ) NaH2PO4, NaCl (شده با بافر ليزكننده

 ليز )w50 ثانيه با توان 30 مرتبه به مدت4 (سونيكاسيون
 در )pellet ( دوباره رسوببعد از سانتريفيوژ،. شد

محلول بافر ليزكننده حل شد و مجدداً با همان 
شامل ) سوپرناتان(مايع رويي . مشخصات سونيكيت شد

 )pellet (پروتئين هاي محلول در داخل سلول و رسوب
بعد . شامل پروتئين هاي غير محلول در داخل سلول بود

  از بيان، مشاهده شد كه پروتئين در قسمت نامحلول 
محلول پروتئين به وسيله اوره با  قسمت غير. مي باشد

. محلول شد) عامل دناتوره كننده( مولار 6غلظت نهايي 
 كشت اوليه باكتري براي 50 به 1 مولار به مقدار 6اوره 

. حل شدن قسمت غير محلول پروتئين استفاده شده است
نمونه به مدت يك ساعت در دماي اتاق شيك شد و 

. آوري گرديديوژ محلول رويي جمعبعد از سانتريف

 Nپروتئين همراه با برچسب پروتئيني هيستيدين واقع در 
اين برچسب براي تخليص پروتئين . ترمينال بيان گرديد

بعد از محلول . از ستون كروماتوگرافي ضروري است
 مولار از ميان ستون 6كردن قسمت غير محلول با اوره 

به وسيله بافر هاي شستشوي ستون . نيكل عبور داده شد
تخليص به روش دناتوره انجام شد و بافرهاي مختلف با 

 .  آناليز شدندSDS-PAGEژل 

  : وسترن بلات
 درصد به غشاي SDS-PAGE12 پروتئين از ژل 

  درصدw/v( 5 (نيتروسلولز انتقال يافت و در شير خشك
 3غشاي نيتروسلولز . به روش استاندارد بلوكه گرديد

 شستشو شد و با محلول PBS-T نمكي مرتبه با محلول
 موشي رقيق شده در Paآنتي بادي پلي كلونال ضد 

PBS-T به مدت يك ساعت 2500 به1 با نسبت 
در اين مرحله غشاي نيتروسلولز دوباره . گرماگذاري شد

 شستشو داده شد و با PBS-T مرتبه با محلول نمكي 3
) سيگما(  موشيIgGمحلول كنژوگه پراكسيداز آنتي 

 به 1با نسبت  PBS-Tرقيق شده در محلول نمكي 
ساعت گرماگذاري گرديد و عمل  1 به مدت 10000

براي . شستشو با همان روش قبلي صورت گرفت
 شناسايي و مشاهده باند پروتئين از محلول سوبستراي

DAB   كه در حضور پراكسيداز ترب كوهي)HRP (
 .واكنش لومينسانس انجام مي دهد، استفاده گرديد

  
  :ها يافته
  )pGEM-ctB-PaD4 (شده فيوژ ژن ساخت

PCR رهاي اختصاصي براي ـــبه وسيله پرايم
انجام شد و در PaD4(566bp) و  ctB(406bp)هاي ژن

 PaD4ژن. مسانه سازي گرديده pGEM-T easy وكتور

م آنزيمي امتزاج  به وسيله روش هضctB  ژن3'به انتهاي
 DH5αسوش اين وكتور نوتركيب به داخل . يافت

 ctB‐PaD4وكتور نوتركيب .  انتقال يافتE.coli باكتري
  ).2 و 1 وير شمارهاتص( تأييد گرديد PCR يله به وس
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روي  PCR كتروفورز محصولاتال :1تصوير شماره
 pGEM‐ctB‐PaD4 با استفاده ازدرصد  1 آگاروز ژل

  وبه عنوان الگ
: 3و2 ، ستونSM1163)فرمنتاز (DNA ماركر: 1ستون

 PaD4) bpپيشرو   مربوط به پرايمر پيرو وPCRمحصولات 

 پيشرو  مربوط به پرايمر پيرو وPCRمحصولات : 4، ستون)566
ctB(406bp) ،محصول : 6و5 ستون PCR  مربوط به پرايمر

 . )PaD4  )972 bp و پيرو ctB پيشرو

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  از بـرش   الكتروفـورز قطعـات حاصـل      :2 تصوير شماره 
  درصد آگاروز1بر روي ژل    PET28a-ctB-PaD4دوگانه
برش دوگانه وكتور طراحي شده با استفاده از        : 2 و 1 ستون

 از آن خارج bp 972كه قطعه  HindIIIو SalΙ  آنزيم هاي
؛  وكتور بيـاني را نـشان مـي دهـد          5369bpگرديد و قطعه    

 ).SM116فرمنتاز،  (DNAماركر : 3ستون

  : (PET28a-ctB-PaD4) انيبي وكتور تساخ
 و SalΙ با آنزيم هايpGEM-ctB-PaD4  وكتور

NotI برش داده شد و قطعات حاصل از برش به جايگاه 
پلاسميد نوتركيب .  انتقال يافتند PET28aمشابه در

 .ساخته شده با روش هضم آنزيمي شناسايي و تأييد شد

 :ctB-PaD4  كايمر نوتركيب پروتئين تخليص و بيان

وش ـــركيب در ســـ نوتctB-PaD4ئين پروت
BL-21(DE3)باكتري  E.coliبيان و روي ژل   
SDS-PAGE 3 تصوير شماره( شد ران .(  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

نوتركيب در  ctB-PaD4 پروتئين بيان :3تصوير شماره 
  E. coli باكتري BL-21(DE3) سوش
هاي القاء كلون: 2، ستونIPTGهاي القاء شده با  كلون: 1ستون

 ، ستونSM0671نشانگر پروتئيني : 3 ، ستون)كنترل منفي( شدهن
 هاي غير رسوب جدا شده بعد از سونيكاسيون حاوي پروتئين: 4

مايع رويي جدا شده بعد از سونيكاسيون : 5 محلول سلولي، ستون
  .هاي محلول سلولي حاوي پروتئين

  
  

پروتئين نوتركيب بعد از محلول سازي با اوره از 
   ستون كروماتوگرافي ميل تركيبيطريق عبور از

Ni2+پروتئين تخليص شده.  تخليص گرديد  
ctB-PaD4(45kDa)  بر روي ژلSDS-PAGEران شد  .

 شده از ستون با بررسي نمونه و بافرهاي عبور داده
 MESو بافر  PH=4.5 با E هايمشخص گرديد كه بافر

تصوير ( نمودن پروتئين از ستون نيكل هستند قادر به جدا
  ).4 رهشما
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پروتئين كايمر تخليص شده از ستون  :4تصوير شماره 
  +Ni2كروماتوگرافي ميل تركيبي

پروتئين موجود : 2 ، ستونC پروتئين موجود در بافر: 1ستون
: 4 ، ستونSM0671 نشانگر پروتئيني: 3 ، ستونD در بافر

 پروتئين موجود در بافر: 5 ، ستون Eپروتئين موجود در بافر
MES.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 آناليز وسترن بلات پروتئين كايمر :5تصوير شماره 
CTB-PAD4 با ANTI-PA  

: 2نوتركيب به عنوان كنترل مثبت، ستون  PAD4 : 1ستون 
باند مربوط به : 3، ستون SM0671نشانگر پروتئيني 

نوان كنترل ه عب BSA :4، ستون ctB-PaD4پروتئين كايمر 
  .IPTGهاي القاء نشده با كلوني: 5ن واكنش، ستواستاندارد 

  :بلات وسترن با پروتئين تأييد
بادي  به وسيله آنتي ctB-PaD4پروتئين كايمر 

 در سنجش ايمنوبلات به صورت Pa ضد پلي كلونال
يك ). 5 تصوير شماره(اختصاصي نشان داده شده است 

 در ايمنوبلات ctB-PaD4تك باند مربوط به پروتئين 
اين مطلب نشان دهنده عدم تجزيه  ،مشاهده گرديد

 در اين آزمايش از پروتئين. پروتئين مورد نظر است

PaD4به عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد  .  
  

  :بحث

آنتراكس يك بيماري باكتريـايي مـي باشـد كـه           
صنعتي محـدود مـي شـد        صنعتي و غير  اوايل به حيوانات    

 عامـل  ولي در حال حاضر به دليل استفاده از آن به عنوان   
ترور و كشتار افراد، به يك نگرانـي جـدي تبـديل شـده              

براي حل اين مشكل به يـك برنامـه واكـسيناسيون     . است
ــديم ــروزه  . قــوي نيازمن ــراكس كــه ام واكــسن هــاي آنت

مـورد اثـرات جـانبي و     موجود هـستند نگرانـي هـا را در   
بنـابراين  ). 18(كامل آنها افـزايش داده انـد         غيرحفاظت  

 و )Anthrax vaccine adsorbed=AVA (واكسن هـاي 
AVP) (Anthrax vaccine percipittated= ــامل  شـ

 و  LF   ، EF و همچنين مقادير كمتر از       PAمقدار متغير از    
ــروتئين هــاي ترشــحي مــي باشــند   ارزش ). 19( ديگــر پ

حفاظتي اين دو واكسن و واكسن هـاي مـشابه بـه خـاطر              
صـرف نظـر از روش ايمنـي        .  آنها مي باشـد    PAمحتواي  

زايي، چگونگي تحويل آنتي ژن، نـوع ادجوانـت و نـوع            
ــي     ــه ايمن ــي، لازم ــي زاي ــتفاده در ايمن ــورد اس ــوان م حي
حفاظتي در برابر اين بيماري، توليد پاسخ همورال خنثـي          

آنتـي  . ا مـي باشـد    ـــ ـ به وسيله ايـن روش ه      PAده  ـــكنن
بادي هاي خنثي كننده بهترين پاسخ سيستم ايمنـي بـراي           

واكسن هاي كلاسيك بر    ). 20(ستند  حفاظت عليه سم ه   
نقـش  . پاسخ همورال اختصاصي را القا مي كنند       PAپايه  

حفاظتي خنثي سازي سم آنتراكس به وسيله آنتـي بـادي           
 توليـد شـده بـه وسـيله واكـسن هـا،             PAاختصاصي عليه   

ــات     ــر روي حيوانـ ــاگوني بـ ــشات گونـ ــط آزمايـ توسـ
ايـن آزمايـشات نــشان   . آزمايـشگاهي اثبـات شـده اسـت    
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دند كه حيـوان آزمايـشگاهي در برابـر اسـپور بـاكتري             دا
  باسيلوس آنتراسـيس بعـد از توليـد آنتـي بـادي حفاظـت              

بسياري از مطالعات هماهنگ ديگر نـشان       ). 21(مي شود   
دادند كه آنتي بادي هاي مونوكلونال انـساني، ميمـوني و           

 هاي ناشي از  باعث حفاظت عليه عفونتPaموشي عليه 

LT وETمختلف مي شوند در حيوانات .   

 يعني ناحيه متصل    Paانتهاي كربوكسيل پروتئين    
 براي ورود سم به     (PaD4)شونده به رسپتور سلول ميزبان      

ه شـامل اپـي     ـــ ـسلول ميزبان ضـروري اسـت و ايـن ناحي         
توجـه   با. توپ هاي حفاظتي غالب اين پروتئين مي باشد        

 اين پروتئين هـدف جالـب و ويـژه          4به اين نكات، ناحيه     
واكــسيناسيون موكوســي . راي كانديــدا واكــسن اســتبــ

منجر به توليد آنتي بادي و حافظه ايمنولوژيـك در برابـر         
اين پاسخ براي پـاتوژن هـايي كـه از          . پاتوژن ها مي شود   

طريق معده، روده و سيستم تنفسي وارد بدن مـي شـوند،            
 بـا يـك آنتـي ژن        ctBاستفاده همزمـان    . بسيار مهم است  

ــر باعــث توليــد    ــطوح موكوســي بــدن   IgGديگ    در س
  ازctB براي ايجاد اين پاسخ ها در بدن، عبـور . مي شود

 GM1سد موكوسـي بـا اتـصال بـه گيرنـده گانگليوزيـد              
 به عنوان آنتـي ژن موكوسـي        ctBسطح سلول براي ارائه     

). 22( و ايجاد خاصيت ادجوانتي ضـروري و مهـم اسـت          
جام شـد و    در اين تحقيق بيان پروتئين كايمر با موفقيت ان        
 درجــه 37دمــاي بهينــه بــراي بيــان ايــن پــروتئين دمــاي  

صحت بيان اين پـروتئين توسـط       . سانتيگراد تعيين گرديد  

و وسترن بـلات مـورد تأييـد         SDS-PAGEتكنيك هاي   
 كيلـو   45اين پروتئين داراي وزن مولكـولي       . قرار گرفت 

دالتون است و به صورت نـامحلول در ايـن بـاكتري بيـان      
ي محلول سازي ايـن پـروتئين پارامترهـاي         برا. مي گردد 

 تغيير داده شد ولي اين      IPTGمختلف دما، زمان و مقدار      
بررسي روي محلول   . پروتئين به صورت محلول بيان نشد     

سازي اين پـروتئين بـا تغييـر ميزبـان بيـاني در تحقيقـات               
  .    بعدي انجام خواهد شد

  

 :گيري نتيجه

 و ctBمل  در اين مطالعه پـروتئين فيـوژ شـده شـا          
PaD4،  زايش جـذب آنتـي ژن فيـوژ شـده در     ـــ ـبـراي اف

 و ديگر سطوح موكوسي بـدن و        سلول هاي اپيتليال روده   
 بـا   E.coli بـاكتري    BL-21 بهبود پاسخ ايمني، در سوش    

اين پروتئين بـه عنـوان يـك كانديـدا          . موفقيت توليد شد  
واكسن عليه بيماري آنتراكس در مطالعات بعـدي مـورد          

 .ي زايي قرار خواهد گرفتبررسي ايمن

 

 :تشكر و قدرداني

مـصوب مركـز     تحقيقـاتي  طـرح  قالـب  در طـرح  اين
 بــا و )ع(جــامع امــام حــسين  تحقيقــات علــوم زيــستي دانــشگاه

 و تقـدير  مراتـب . اسـت  شـده  انجـام  ايـن مركـز    مالي حمايت
 را پژوهـشگر  طـرح  ايـن  انجـام  در كـه  كليه عزيزاني  از تشكر

   .ددياري نمودند، ابراز مي گر
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Background and aims: The combination or genetic connection of the antigens with cholera 
toxin B (ctB) subunit creates a strong mucosal antibody response. The aim of this study was to 
connect ctB to protein in domain 4 encoding gene of Protein arginine Domainases (PaD4) to 
express chimeric protein as a candidate vaccine against anthrax. 
Methods: In this experimental study, polymerase chain reaction (PCR) using specific primers 
for genes ctB and PaD4 was performed and amplified genes were cloned separately in PGEM-T 
easy vector. Then, PaD4 gene was connected to the 3' end of ctB by the enzymatic digestion 
method and then, ctB-PaD4 fusion genes were sub-cloned into the pET28a. The strain BL21 of 
E. coli bacteria was transformed by the recombinant vector. The expressed chimeric protein was 
induced by Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside and evaluated by sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot techniques.  
Results: CtB-PaD4 fusion gene was constructed, confirmed by PCR techniques, and sequencing. 
This gene was expressed in the E. coli bacteria of strain BL21 at optimum temperature of 37°C, 
and the chimeric protein was produced successfully. The bond in this protein was confirmed by 
Western blot technique and SDS.PAGE. 
Conclusion: After immunogenicity assay, this recombinant protein can be used as a new and 
effective chimeric subunit vaccine against Bacillus anthraces for oral or nasal consumption in 
future studies. 
 
Keywords: Bacillus anthraces, Cholera toxin B, Chimeric vaccine, Fusion, Protective antigen. 

www.SID.ir

www.SID.ir

