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  :مقدمه
كـزاز   كلستريديوم تتـاني عامـل بيمـاري مهلـك    

ي توكسـيني بـه نـام     كلستريديوم تتاني به وسيله .باشد مي
تتانوتوكسين يا تتانواسپاسمين سبب ايجاد بيمـاري كـزاز   

 عصــبي توكســين سيســتم تتانواسپاســمين. )1(شــود  مــي
 نورولوژيـك  اعصـاب  دستگاه بيماري نوعي كزاز .است

(Neurologic) ــت ــه اســ ــا كــ ــزايش بــ ــفتي افــ   و ســ

ــي ــاي گرفتگ ــم ه ــلات Spasm)( اسپاس ــخص عض  مش
ها به حدي شـديد اسـت    اسپاسم گاهي اين. )2(شود  مي
  شكسـتگي  نظيـر  جـدي  صـدمات  موجـب  توانـد  مـي  كه

 است ممكن اين علائم .بشود خفگي و ها مهره ها و دنده

سرفه و  نور، صدا، ناگهاني، حركت نظير محرك هايي با
 75 پلاسميد يك تتانوتوكسين در ژن .)3،4(نمايند  روزب

 پپتيد پلي يك صورت به و شود مي دهي رمز بازي كيلو
 .گـردد  مـي  سنتز كيلودالتون 150 لكوليوم وزن با منفرد
 زنجيـره  بخـش  دو بـه  حاصـل  پپتيـد  پلـي  ترجمـه،  از بعد

ــبك ــره و )L( س ــنگين زنجي ــا  )H( س ــه ب ــد ك  دي پيون
پپتيد  اين پلي. شود مي اند، شكسته سولفيدي متصل شده

 هــر اســت كــه HC و L، HN زنجيــره هــاي بخــش شــامل
قســـمت  .)3-6(دالتــون مـــي باشــد    كيلـــو 50 زنجيــره 

شــونده ايــن توكســين بــه ســلول   ايمونوژنيــك و متصــل

  :چكيده
ز توكسوئيد امروزه ا. عامل بيماري مهلك كزاز استيا تتانواسپاسمين توكسين كلستريديوم تتاني  :زمينه و هدف

بخش  HCزنجيره . باشد مي HCو  L ،HNتتانواسپاسمين شامل سه زنجيره . آن به عنوان واكسن استفاده مي شود
هدف از اين مطالعه، طراحي و . باشد دهنده و ايمونوژنيك آن است و به عنوان كانديداي واكسن مطرح مي اتصال

تخليص پروتئين نوتركيب حاصل از آن به  سازي آن و نه، بيان و بهيتتانواسپاسمين HCتهيه ژن صناعي زنجيره 
  .عنوان كانديداي واكسن است

سازي ترادف ژن  پس از انجام مطالعات بيوانفورماتيكي و بهينهدر اين مطالعه آزمايشگاهي  :روش بررسي
HCسفارش سنتز ژن در وكتور بياني ، pET28a س اين سپ. ييد آن به كمك هضم آنزيمي انجام شدأت. اده شدد

پس از بيان ژن و تخليص پروتئين . تراريخت گرديد (E. Coli Bl21DE3)مناسب  سازه ژني در ميزبان
  .ييد قرار گرفتأنوتركيب، اين پروتئين با كمك وسترن بلات مورد ت

در ژل  Hcژن  bp 1356باند . يد نمودأيلكولي اين ژن، صحت آن را توآناليز بيوانفورماتيكي و م :يافته ها
 مشاهده) وسترن بلات( و در غشاي نيترو سلولز SDS-PAGEكيلو دالتوني بيان ژن در ژل  50باند و ز آگار
اين دو شكل  .توليد شده بود) اي شكل اجسام توده(پروتئين نوتركيب در هر دو شكل محلول و نامحلول . شد

 .پروتئين با هر دو روش طبيعي و دناتوره به ميزان زيادي تخليص گرديد
آيد پروتئين نوتركيب  به نظر ميبه توكسوئيد كزاز  HCهاي پروتئين نوتركيب  با توجه به مزيت :گيرينتيجه 

 .تواند به عنوان كانديداي واكسن جايگزيني مناسبي براي واكسن كزاز باشد حاصل مي
  

  .بيان، كانديد واكسن،HCزنجيره نوتركيبتوكسين كزاز، :هاي كليدي واژه
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 انتهـايي  كربوكسـيل  گـروه . باشد مي HCنوروني، بخش 
 برگشتي قابل غير طوره ب توكسين اين سنگين در زنجيره

 هـاي  سلول) GT1b و GD1b( زيدگانگليو مولكول دو به
 هـاي  سـلول  درون بـه  بدينوسـيله  و شـود  مـي  متصل عصبي
ــد و در نهايــت باعــث رفلكــس شــديد  مــي راه عصــبي  ياب

(Hyper reflex)،  عضـلاني  اسپاسـم (Muscle spasms) 
 .)3،7(مـي شـود    (Spastic paralysis) اسپاستيك فلج و

ز شـده  استفاده از واكسن عليه تتانوس آغـا  1950از دهه 
 كـزاز  برابر در را بدن تتانواسپاسمين، ضد سرم. )8(است 

تـاكنون بـراي توليـد ايـن سـرم و       .)9(كنـد   مي محافظت
مصون كردن فـرد در برابـر بيمـاري كـزاز از توكسـوئيد      

 اما بسياري از محققـين بـه توليـد زيـر     ؛استفاده شده است
 واحدهاي اين توكسين به صـورت نوتركيـب بـا ويژگـي    

هـدف مـا در   . )10(اند  به فرد آن رو آورده هاي منحصر
اين توكسـين بـه صـورت    HC  واحد اين مطالعه توليد زير

نوتركيب و بـا حـداكثر خاصـيت ايمنوژنيـك بـه عنـوان       
  .باشد كانديد برتر واكسن عليه تتانوتوكسين مي

  
  :روش بررسي

ژن زاي  دهنده يا بخش ايمني بخش اتصال
 ترادف ژن بر. شدمي با bp  1356داراي تتانوتوكسين

جهت بيان  ) (Codon preferenceاساس ترجيح كدوني
توالي حاصل، . بهينه سازي گرديد E.coli باكتري در

ژن . مورد بررسي قرار گرفت DNasisافزار  توسط نرم
 از شركت شاين ژن pET28aصناعي مذكور در وكتور 

(Shine Gene) لازم به ذكر است كه يكي از  .تهيه گرديد
است كه با  pET28aنوع pET اي بياني سيستم وكتوره

. داردها  در پروكاريوتبيان بالايي  T7داشتن پروموتور 
طرف پروتئين  در دو 6Hisضمن اينكه با داشتن دو ناحيه 

بياني ويژگي آن را در تخليص به وسيله ستون كروماتوگرافي 
 پلاسميد مذكور به . ميل تركيبي دو چندان نموده است

با روش ) نوواژن(  E.coli Bl21-DE3 ستعدهاي م سلول
سپس پلاسميد حامل ژن . شوك حرارتي انتقال داده شد

 آنزيمي هضم. صناعي توسط ژل آگاروز بررسي گرديد

 به نظر، مورد ژن شده حاوي استخراج پلاسميدهاي
 به) Roshشركت ( EcoR I و Hind III آنزيم دو كمك
صورت  سانتيگراد درجه 37 دماي در ساعت 4 مدت
پس از بيان اوليه ژن مورد مطالعه، عصاره خام  .گرفت
مورد بررسي  SDS-PAGEهاي بياني بروي ژل  سلول

مقياس  در HC نوتركيب پروتئين سپس بيان. قرار گرفت
و در شرايط  )ليتر ميلي 200(آزمايشگاهي  بالاي

-IPTG (isopropyl، افزودن μg/ml 20غلظت با كانامايسين

beta-D-thiogalactopyranoside) غلظت با mM 1 در 
6/0OD=،  ساعت  6راد و زمان گدرجه سانتي 37دماي

 (ها با سانتريفيوژ  ساعت پس از القا، سلول 6. انجام شد
rpm8000  پس از . آوري شدند جمع) دقيقه 10به مدت

 PBS (Phosphateها با بافر  شست و شوي سلول

buffered saline) سلول  و سانتريفيوژ مجدد، شكست
 75هاي جدا شده به وسيله سونيكاتور با قدرت رزونانس 

. ثانيه انجام گرديد 20بار و هر بار به مدت  6درصد، 
 30در مدت  rpm 14000(سپس با استفاده از سانتريفيوژ 

مايع رويي و رسوبات باقيمانده حاصل از آن ) دقيقه
مورد  SDS-PAGEجداسازي گرديده و بر روي ژل 

جهت تخليص، مايع رويي جدا شده . رفتبررسي قرار گ
 كروماتوگرافي كمك به حاوي پروتئين هاي محلول،

شيب غلظت ايميدازول در  از استفاده با تركيبي ميل
ساخت  (Ni-NTA) نيكل بافرهاي مختلف در ستون
شده از همين شركت انجام  شركت كياژن و كيت ارائه

هاي در شكل  همچنين جهت تخليص پروتئين. شد
وجود در م (inclusion body) لول انكلوژن بادينامح

رسوب حاصل از مراحل قبل، با استفاده از بافرهاي 
-Ni مولار در ستون كروماتوگرافي  8حاوي اوره 

NTAمحصولات . به روش دناتوره نيز صورت پذيرفت
درصد  SDS-PAGE 12آوري شده از ستون با ژل  جمع

ي حاصل نيز غلظت پروتئين ها. مورد بررسي قرار گرفت
 اين پروتئين تأييد .گيري گرديد به روش برادفورد اندازه

 پلي بادي نوتركيب بياني حاصل، با استفاده از آنتي
  .بلات انجام گرديد هيستيدين، وسترن ضد كلونال
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  :يافته ها
ژن  HCهاي زيرواحد  بهينه سازي كدون

وسيله الگوريتم ه تتانوتوكسين در اين مطالعه ب
Optimum Gene TM نماي محتواي . انجام گرفتGC 

دهد  سازي نشان مي اين ژن، قبل و بعد از فرآيند بهينه
درصد در حالت طبيعي به  09/40اين ژن از  GCميزان 
درصد بعد از بهينه سازي افزايش يافته و  33/53مقدار 

درصد در حالت طبيعي به  60از  ATبه تبع آن ميزان 
ازي شده، كاهش درصد در حالت بهينه س 47مقدار 
  ).1 شماره تصوير( يافت

 

  
قبل  Tetaniژن  GCميانگين محتوي  :1 شماره تصوير

  و بعد از بهينه سازي كدون ها
  

 Codon Adaptation (CAI) ميزان همچنين

Index )يك در كدون يك گويد مي كه است كميتي 
 هاي ژن در موجود هاي كدون به اي درجه چه با ژن
 از قبل 65/0 از )دارد شباهت بالا، ميزان به شونده بيان
 رسيد سازي بهينه از بعد 87/0 مقدار به سازي بهينه

  .)2تصوير شماره(

به  مذكور نوتركيب پروتيئن mRNA ساختار
در اين . گرفت قرار بررسي مورد mfold نرم افزار وسيله

 تغييرات به وسيله ي عموماً mRNA نرم افزار پايداري
 در تتانوتوكسين پروتيئن. شود مي داده نشان آزاد انرژي
 آزاد  انرژي تغييرات داراي طبيعي حالت

kcal/mol97/80- ايجاد تغييرات با كه حالي در است 
  kcal/molبه مقدار اين شرايط، سازي بهينه و شده
 كار به الگوريتم با همچنين. است رسيده -154/60

 در كه ساقه - حلقه ساختارهاي ممكن حد تا شده گرفته
  و هستند مهم mRNA پايداري و ريبوزومي تصالا

 كاهش چشمگيري نحو به را ترجمه كارايي مي توانند
  .شدند شكسته دهند،

  

  
ژن  CAIشاخص سازگاري كدون  :2تصوير شماره 

  قبل و بعد از بهينه سازي كدون هاتتاني 
Codon Adaptation Index = CAI  

  

ژن سازي توالي  و بهينه تغييرات انجام از پس
 مورد طبيعي پروتيئن با نظر مورد مورد مطالعه، پروتيئن

براي توالي فوق  NCBIدر سايت  .گرفت قرار مقايسه
BLASTx 100 صورت به توالي اين انجام گرديد كه %

  .داشت همولوژي طبيعي نئيپروت توالي با
، E.coli Bl21-DE3هاي مستعد  پس از تهيه سلول

زبان فوق انتقال نوتركيب به مي DNAلاسميد حاوي پ
پلاسميد  استخراج .داده شده و غربالگري انجام گرديد

 صورت قليايي ليز روش هاي تراريخت شده به از سلول
 1 آگاروز ژل شده روي استخراج پلاسميد. پذيرفت
  .گرديد الكتروفورز درصد،

تخليص  فرآيند طي كه دهنده اين است نشان نتايج
 همچنينحذف شده و  كروموزومي DNA پلاسميد
  .باشد مي سلولي RNA از عاري شده تهيه پلاسميد

پلاسميدهاي  آنزيمي، نتايج حاصل از هضم
يد قرار أياستخراج شده حاوي ژن مورد مطالعه را مورد ت

  .)3ه رر شماتصوي( مي دهد
 پس از بيان ژن در باكتري تراريخت، نتايج كل

درصد  12 ژل روي هاي بياني پروتئيني سلول محتواي
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SDS-PAGE هاي نمونه در. گرفت قرار بررسي مورد 
 گرديد مشاهده بالا بسيار بيان با پروتئيني شده القاء

مقداري از پروتئين نوتركيب در فاز  .)4 شماره تصوير(
بادي در  محلول و مقداري نيز به صورت انكلوژن

و بيان اين  نتايج نشان داد كه القا. رسوب مشاهده گرديد
 6درجه سانتيگراد، زمان  37ماي پروتئين نوتركيب در د

  .باشد ميلي مولار ماده القاءكننده مي 1ساعت و غلظت 
 

  
  ها به روش هضم آنزيمي آناليز كلون :3تصوير شماره 

جدا  1356bpپلاسميدهاي داراي قطعه ژني : 1،2،3رديف 
 plus 100 bp(نشانگر مولكولي : Mرديف ؛ شده در واكنش

DNA ladder( شركت فرمانتاز  
  

  
  Hcژن زنجيره  بيان بررسي :4تصوير شماره 

 پروتئيني نشانگر: 2 رديف؛ نشده القاء هاي كلون: 1 رديف
SM0431 با شده القاء هاي كلون: 5و  3،4  رديف؛ 

IPTG1mM  
  

بادي پلي  آنتي از استفاده با ايمونوبلات تكنيك
نشان ) 5 تصوير شماره( .شد انجام كلونال ضد توكسين كزاز

 نوتركيب پروتئين است توانسته بادي آنتي اين كه دهد مي
  .نمايد شناسايي خوبي به را Hcزنجيره ژن  بيان از حاصل

  

 از زير واحد نوتركيب پروتئين يديتأ: 5شماره  تصوير
  بلات ايمونو طريق

؛ شركت فرمانتاز SM0431 پروتئيني نشانگر: 1 رديف
  شده بيان نوتركيب پروتئين نمونه: 2 رديف

شيب ( طبيعي شرايط در رويي سپس محلول
 به نوتركيب پروتئين تخليص براي )غلظت ايميدازول

  .)6شماره  تصوير( شد برده نيكل ستون روي

   

 تخليص پروتئين با استفاده از ستون: 6 شماره تصوير
غلظت هاي ( به روش طبيعي )Ni-NTA(نيكل

  )مختلف ايميدازول

KD  
١٧٠  
١٣٠ 

 

١٠٠ 
٧٠ 

  
٥٥ 

  

٤٠ 
 

 
٣٥ 

 
٢٥ 
١٧ 

KD 
١١٦ 

 

٢/٦٦ 
 
 

٤٥ 
 

٣٥ 
 

٢٥ 
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؛ شركت فرمانتازSM0671 نشانگر پروتئيني : 1رديف 
نمونه خروجي از ستون پس از شستشو : 5و  2،3،4رديف 

و  170و 100غلظت هاي( Eو   Dو Cي ترتيب با بافرهاه ب
  Mesو بافر ) ميلي مولار ايميدازول 250

  
رسوب باقيمانده نيز كه حاوي پروتئين در شكل 

مولار و  8اوره  حاوي( انكلوژن بادي بود با روش دناتوره
  ).7 تصوير شماره(از ستون نيكل عبور داده شد ) pHشيب 

       6       5      4         3       2       1  

  
تخليص پروتئين با استفاده از ستون  :7شماره  تصوير

  به روش دناتوره )Ni-NTA(نيكل 
: 2رديف ؛ نمونه خروجي از ستون قبل از شستشو: 1رديف 

رديف ؛ )شركت فرمانتاز SM1811(پروتئيني نشانگر 
-Cنمونه خروجي از ستون پس ازشستشو با بافر: 3،4،5،6

D-E  ) مولار با 8حاوي اوره pH ر باف و )مختلفMES  
  

  :بحث
هايي كه عليه كزاز مجوز  تاكنون اكثر واكسن

اند، از نوع واكسن هاي  استفاده در انسان را پيدا كرده
هاي ضعيف شده، غير  نيسمنسل اول يعني ميكروارگا

هاي  پيشرفت. )11(باشند  فعال شده يا كشته شده مي
مهندسي ژنتيك به دانشمندان اين اجازه را مي دهد كه 
طراحي منطقي واكسن بر مبناي اجزايي از ميكروب بهتر 

اگرچه تعداد . ژن انجام گردد تر از كل آنتي و كاربردي
ه تاكنون هاي نوتركيب وجود دارند ك كمي از واكسن

اما پر واضح است كه ؛ اند مجوز مصرف دريافت نموده
هاي آتي نقش مهمي  هاي ژنتيك جديد در سال فناوري

از جمله . )12(ها خواهد داشت  در افزايش چشمگير آن
هاي نوتركيب پروتئيني بر ساير  هايي كه واكسن مزيت

قدرت بيشتر در تحريك سيستم ايمني،  انواع واكسن دارند،
كمتر، تخليص بهتر، صرفه  (reactogenic) متقاطعواكنش 

گروه يا  تر عليه چندين زير اقتصادي و محافظت گسترده
 (serotypes/serogroups) ي زير نوع از يك باكتر

ژن هاي  ها بيان ژن آنتي اولين نوع از اين واكسن. باشد مي
در مخمر بود  Bخالص شده ويروس هپاتيت  سطحي كاملاً

واحد  ع آن يك واكسن زيردومين نو ).13(
باشد كه  بردوتلاپرتوزيس شامل سه پروتئين خالص مي

هاي  فعال كننده جاي غيره جايگزيني ايمن و مطمئن ب
استفاده از مهندسي ژنتيك در مطالعات . شيميايي بود

عملكردي و ساختاري، توليد زير واحدهاي اين توكسين 
ر همين ب. )14(را بسيار كاراتر و موثرتر نموده است 

ه ب(virulence)  فاكتورهاي حدتاساس بسياري از 
واكسن هاي نوتركيب جديد مورد مطالعه  عنوان كانديد
تاكنون مطالعه پيرامون شناسايي و توليد . قرار دارند

زا و  هاي نوتركيب بسياري از فاكتورهاي ايمني واكسن
برخي از اين . بيماريزاي مختلف انجام گرديده است

 اي مجور بوده و هم اكنون استفاده ميدار ها واكسن
شوند و برخي ديگر در حال سپري كردن مراحل باليني 

واكسن كزاز جزء برنامه ثابت . )12(خود هستند 
از  اين واكسن معمولاً. واكسيناسيون نوزادان قرار دارد

  توكسين باكتري كلستريديوم تتاني و با استفاده از 
س از استخراج و پ. آيد دست ميه هاي متداول ب روش

تخليص توكسين، خاصيت سمي آن به وسيله فرمالدهيد 
 گرفته شده و بدين شكل مبناي واكسن كزاز شكل 

 هر چند كه مطالعه پيرامون زير. )15(گيرد  مي
واحدهاي نوتركيب اين توكسين در خارج از كشور 

اي از اين  ولي تاكنون هيچ سابقه ؛صورت گرفته است
اگر به ژن . ش نگرديده استمطالعه در داخل گزار

يم متوجه حضور يتشكيل دهنده تتانوتوكسين توجه نما
با توجه به . شويم در آن مي HCو  L، HNسه بخش 

زايي  تتانوتوكسين نقش اصلي در ايمني HCاينكه بخش 

KD 
200  
150  
120  
100  
85  
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١١١ 

و نيز اتصال به سلول نوروني را ايفا مي نمايد، اين بخش 
تواند به عنوان كانديد واكسن نوتركيب مناسبي عليه  مي

بخش  Fairweatherآقاي . اين توكسين مطرح باشد
كزاز را به صورت نوتركيب و اي مختلف توكسين ه

). 16(زايي آن را مورد بررسي قرار دادند ايمني 
Toivonen   و همكاران و همچنينMakoff   و همكارانش

اين توكسين ) Cطعه ق(واحد نوتركيب  ضمن توليد زير
). 2،17(آن را به عنوان كانديد واكسن معرفي نمودند 

توليد پروتئين نوتركيب اين   Romanosدو سال بعد
بخش را به عنوان كانديد واكسن در سيستم يوكاريوت 

در سال  Anderson نهايتاً). 18(گزارش نمود ) مخمر(
نديد استفاده از توالي ژني اين قطعه را به عنوان كا 1997

DNA vaccine  از آنجا كه واكسن ). 19(گزارش نمود
پروتئيني نوتركيب با استناد به مواردي كه مرور گرديد 

 ميكرو(ها  مزاياي قابل توجهي نسبت به ساير واكسن
شده،  شده يا كشته هاي زنده ضعيف ارگانيسم

دارد، حركت به سمت توليد اين نوع ...) توكسوئيدها و 
. اند نتايج موثري به دنبال داشته باشدتو ها مي از واكسن

يند آبه همين دليل در اين مطالعه، جهت بومي سازي فر
اين  Hcواحد به عنوان گام اول، قطعه  توليد اين زير

ييد أتوكسين بيان، استخراج و تخليص و مورد آناليز و ت
بررسي و ارزيابي ميزان ايمني . با ايمنوبلات قرار گرفت

كسن در مقايسه با واكسن هاي نسل زايي اين كانديد وا
اول، جهت مقابله با بيماري كشنده كزاز، در مطالعات 

 .بعدي مورد نظر مي باشد

  

  :نتيجه گيري
بـه   HCبا توجه به مزيت هاي پروتئين نوتركيب 

توكسوئيد كزاز به نظر مي آيد پروتئين نوتركيب حاصل 
مي تواند به عنوان كانديداي واكسن جـايگزيني مناسـبي   

  براي واكسن كزاز باشد

  
  :كر و قدردانيتش

ازكليه كساني كه درانجام اين تحقيق همكاري 
  .مي شودتشكر را  كردند كمال تقدير و
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Background and aims: Tetanus toxin, the product of Clostridium tetani, is the causative 
agent of fatal disease tetanus. Nowadays, toxoid form of this toxin used as a vaccine against 
this disease. Tetanus toxin is composed of three chains: L, HN and Hc. Hc chain is 
immunogenic and binding domain of toxin.  Owing to this fact, Hc is considered as candidate 
for vaccine. The aim of this study was the design and development Hc gene and its synthesis, 
expression and expression optimization and purification of recombinant protein as vaccine 
candidate. 
Methods:  In this laboratory study, after bioinformatics study and gene optimization, the Hc 
chain gene was ordered to synthase and clone in pET28a vector. The integrity of Hc gene was 
confirmed by restriction digestion methods. Then, this construct was transformed in E.coli. 
Subsequently, Gene expression, recombinant protein purification was performed and this 
protein was confirmed by western blotting technique. 
Results: The Hc gene was confirmed using bioinformatics and molecular analysis. A 1356 bp 
band was observed in agarose gel and a 50 kDa band was detected in SDS-PAGE and 
nitrocellulose membrane (western blot). Recombinant protein was produced in both soluble 
and insoluble forms (inclusion body). These two forms of proteins were purified in high level 
by native and denatured methods.  
Conclusion: Regarding to more advantages of recombinant Hc protein to tetanus toxoid, it 
seems Hc protein as a suitable vaccine candidate can be replaced with tetanus toxoid vaccine.  
 

Keywords: Tetanus Toxin, Recombinant Hc chain, Expression, Vaccine candidate. 
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