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 چكيده
 �=1��I4�:J1$ ��=13�$�# ;/ A�-1��� K8 �� ���!L�/ M�*3 �# ��� ��# KN�/ OP�-�1��� K�8  ���!3����1. ��� ��# Q1�=�/ �PP 

��1. �# K8 R/�$ �. B/� �4� S1A�$ ��!3�� �� 4� # 41'3�/��4� ST!� ;� 4�� .V�W# �/ S��� Q1?$-� Q8�(Domain) B�/� V�W# ��X

���1�-����� �Y ZN/ �3�6D 1��Y B8�5�54��#.I4� �V��� Q8� �� ��# ��-A��	 VW# [1.-$�� 413�$ ���Q1?$-�� K�8 ���Y B�/� 

5=�8� 5/�-# B:7 [/�=� B/� �Y 58��.

/�-# G�5:-� �� �-!.�# 5# R8� \]/ 4� ���� 4�� �����DNA 48�-C ^�-W!/� 58�1�_ G� �# 5����-. .�` I��-�$ 5/�-# �� \�

 �62_ -�8�-� 5<�-a  �a�#-� ����� -9� V=.� b8-a �� �-1��� ��� ���-�1�� ��(PCR) ���-D 4� ���/ .>�T*�PCR S�_�� �/ �� -# 

5��1# pRSETA�pET28a  pET32a���"�� ��/48�-C �.R/�$ ��1# �� S(�< Q1?$-�SDS-PAGE  ��# >�T*� B*(  5/�-#

 �-!/ G� ���� ��13� V=.�  c=1$d# $e8��-_ 58�:� 41 \]/  BD-C #���1/ �f3�L 5N1.-$ S1� 5D�-C�$��-. 5=�8� �4� ���/ -�# 5�8��

�-_ 5/�-# ���� �Y g8�!�  BD-C )��( ��<-� �/ �� ���/ G�� ��BD-C �.

�!D�8 ��:B9�h R8�-� �� ��1# Q8-$i�# b1j*$ Q8� ��O/P5�1� �i��IPTG ���� kH7 �F/P�j3� ���� ��O���� �� B	�/ %P��7�� �

5!��/ # ��-C�4�Y B/�.f3�L 5N1X-$ S1� 5D�-C�$��-X ��!/ R/�$ �4� ��1# Q1?$-� 48�-C ���/.�!�Y 5���#���$ �� S�(�< �8b��?$-1Q

X-$��1B"���$ [G�� l-� �� m��� ���� �� LD50 �PP��� .

��1!� �-1C:-��` ��1# 4=n i�# 4(�� �# 58��8�� 5AT ;!"1/ �� Ecoli5� 016o �� 53 4��#b1j*$ Q8� �� ;1!"���$ 1## 5N/�=� ���B/�

;8�Y.41!"1� 016o >�T$� S13� �# �13� S<�-� �� [1.-$�� Q1?$-� f1�W$ G� �� -�11p$ ��# ��. ���# ����� ��!/ �# 58�:!�� Q8 Q�8� ���

 �$ Q1?$-�qP4(��f3�L ���/4�.� r*# ��8=�5��85?$-� 1X-$�� Q1���� [� -9�1!�Y �X 4� fW�� �5��#����3�$ 1�4� 4�# �"8�j� ��

5!�Y >�T$� VW# �1�	 �4� 413�$ ���# 5=�8� �� �4=�� ��8� �����L-# 5=18�� 5B/.

`��X ��C14�:J1$ ��=13�$�# ��848-!"�.A���-A��	 VW#���� V=X�1�-����1��-��[1.-$�� Q1?$-� 

*�5�1��1# 5TTW$ ��-!.��1���� 4��� ������� �

**=���. Q1"< ���� ������� �53�A�� 53��/ 4��� s� 

*** Q1"< ���� ������� �53�A3�� 53��/ 4��� s�=���. 

**** k-A1� 5TTW$ ��-!.� �1j# ������� ��8��!/� �5/�=� �...����� 5A��� ���	 ������� 
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 مقدمه
S1/�# S��� ��848-!"�. \=7 B�Nt� �-�C  B��� ���

5� 5# �. 4��# -�A1� ��8 b�2� ����� 4�13�$  ����# S�1D-uY

 5� ��]/� J1$-�/ B'� ��=.�$ �48��� Q1"�.�$��� Q�8� �� 

�� 4=$��N	 �. B/� �4� �!L�=�F ,E ,D ,C1 ,B ,A : G

J1$ RjD �. ���E ,B ,AF����1# ��"�� �� 5�� �� 4=���# 

)+��(.B��	 ��# ��1"�.� �# BN"� �-!.�# x�� Q8� B1/�"<

 ;8��Y ��7 d�D ��� 5�� ��. B�/� Q1?$-�� ��1"�.� 4����$ 

�� �Y  ������� ���1<� ������� ���# 5���/ �4��8��� S84��N$ .;��/

 ��=13�$�# ��848-!"�.��_ �4�� �!L�=�� Q1"�.�$�C� Q8-�$ 

5� 4��# �. r	�# 5�� ;"�13�$�# �����1# ����8� ���� ),y+(.

�4����==.4. �` �J����1$ ������=13�$�# ;����/ A�����,q+q 

���# B'7 5�� 4���# .53���$ �# �4�� ���7-$�K�8 )���( 

)Open Reading Frame [ORF](��#%&q� B�'7 ���#

 Q8���hY �4. �# �. B/� �4� 58�/�=� AUG ��#  x-�� 

��8�� �4.UAA 5� ;!L ��� .4. �` 5/�-# �4�==. �;�/ 

J1$ ��=13�$�# A5�� ���� i��# 4�(�� �` Q�8� ��. 4���85

��AT)zP4(�� (5� S��� �� ��� )O(.���=13�$�# ;/ {�-$

#���1/ �5�� Ba�/ ��=��� 41!]� \�� )�-�11p$  ��� �� 

��7-$ ��:!�� �� 5=1�Y 5�� IH< �# RjD ��4� �!=/ ���$ 41!]�

 �4*� Q1��1!� K85����)&yF(.

�� ��# 5=1?$-� ��=13�$�# ;/ Q1".�$-��OP ���1. ���!3��

 # �. ���#�-�|� K�8`-=13�. k�T�	� �� -�# 5(�T!L� ��a

 ���/���Y �� m���  �!��HC �-!1�"��-$- S1!/� Q13�. �4�� 

��B8�:� 5� S� g�D [N/ ��-C .�# ;�/ �4!#��K�8 )���(

�-1��� �5�� L�/ �41!]� �! 4��B*$ \]/ $e��?$-� -1| �# ��

�-1��� ���Q1�=/  KN/ �!"A� 5����� �# ��. ���1�/ �

K84��1����4� ST!� ;� �# �41'3�/ 4�� )+��(.

�-1��� �>�j!�� VW# S��� Q1�=/ �� �4=�� Y ���:!�� 5�=1� 

>�T$� VW# �� �4�=�� S1"�.�#-. ���:!�� �-�1���  ����# �

5� ;/ ��-A��	 VW# S��� �1� KN/ 4���# )qyz(.S�<�-� 

�-A��	�� 4=$��N	:

��<-� �>�T$� >� >�T$� VW# �4=�� )Binding domain (

 ���#�4���-1C �����53����/ {2��/ B��/� ����h �� -��# ���. �

�-� ���� ��-_ K1!��=1/ -�� Q8��=� S�L�� ��# ;�/ �� �# -

�/-� �# \��=1/ �5� ��!1/4�� ���� .���<-� �����8� �� 

>��j!�� VW# R/�$ >���. �4�=�� )Translocating domain(

����h �� -��#�5��4��������<-� �V��W# �� ����/ 

��-A��	)Catalytic domain(\��=1/ SL�� �#5�4��#

 V�W# R�/�$ �4�� ���8� >���. b8-a �� �.>��j!�� �� �4�=��

��h���4�� 5� )��( �-�1C )���P�z(.���=13�$�# ;�/ 

5�� �-!"�#�/ x��� �/ ����� �4���# Q1?$-�� �!��=1�/ Q8-�# 

)Vesicle Associated Membrane Protein [VAMP2](

J1$-�/ ��-!"�#�/ �.���� F ,D ,B CQ1?$-��  ����# 

)[SNAP25] Synaptosomal associated protein of 25KD(

J1$-�/ ��-!"#�/ �.����B ,ACQ1"�.�$�=1/  ����# 

)Synataxin(J1$-��/ ���.C5��� -��|� �Y �� ���H��C 

)�+y�P(.J1$ ��=13�$�# ;/ ��-A��	 VW# A�� �� 46# 

Q1?$-��� �� -��# \��=1��/ ���#SNAP25 B��16_�� �� 

41/� �=1�Y ��� Q1��$��C�qzyQ1�`�Y �q&|��Y  �!���HC -��

3�15�4=. b8-a Q8� �� m��� >�A8� >�T$� �� ���< ����

S1!/� # Q13�. ��h �\��=1�/ ���B�8�:� ���Y ���/ �� �Y �

� b8-a�C5� ��!1/ ��� )�,��%.(����C ��7 �# }��#-� )�

�# �63�2� �5=�8� ��8V�W# 5���� >�T�$� �4�=�� )�zy�O(�

�=1�� �� 5$�	da� ��=� �5�=�8� ���8�W# 5V��-�A��	 ��#

�:=$8>�T�$� VW# �# ��-�� �8  5�4�=�� �# �I�'�� ���a ��

 5�� B/� 4��# .Q8� �� ;84�� �Y -�# �� b1j*$ 4�13�$ ��# ��. 

VW# ��-A��	 5�/�-#  �63�2� ��-# ��� [1.-$�� G� �#

���.8# VW# Q8� 5�"� )��(!5�=�8� ;!"1/ K8-*$ �� Sj

 ��������.
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 روش بررسي
2� Q8� ���63� 5�#-�$ ��8��/ ����=13�$�# ��848-!"��. 

J�1$A��# 5�/�-# �� \��� ��������1# �� �4�� �4��7 ���1��/ �

B"$ 5_�-!D� f1W�$ ��� )PCR t=L B"$5���/�;�/ (

BD-C ��-_ ���'!/� ���� .);8���Y G-�# ���� ��4�=�� 3 ����1

5�� ��-� B.-� �� ��!=�-D 4�8�-C ��1:$ .4�7� ���41��/d�

-$����-�T7 9�-��1 pRSETA�pET28a pET32a ���1�

 4� ���'!/� �Y ��1#  �` ~�*3� ��-# .B:7 �4� ���'!/� ����

���CY  53��6� ���CY >` )LMP] Low-melting point [ (

B.-� �� ���!=�-D S1A��$ ����� �4�=�� �SDS-PAGE 

B.-� �� c=1$d# �-!/ ;��  4� �1:$ �`�1. B�:7 Q1�=n

�� ���j3� )[IPTG] Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside(���1:$

 B.-� �� �4���!=�-D 48�-C ���'!/� .#��� fL��� ���=	

 41�/d� �� 53�A3��pUC18 ;8���Y ��# �4�� ;�� TaqI 

53���A3�� �� fL����100bp DNA ����!=�-D B.-��� ��

���'!/� 4� .��!/ 5N1.-$ S1� SA1� Q1?$-�� f1��W$ B:7

 � �� [1.-$��-. B. 4� �1:$ �`�1.�� f_��  S��. B���7�� 

����1:$ ���1�/ B.-�� �� 5���� B�1C����.  ���� �"/

48�-C(.J�1$ ���=13�$�# ��848-!"��. 4�� ��-#AR1�*� �� 

5# R8�-� �� �!W� B��C B�. ���< �# ������O4�(�� 

��C CO2���� �� %z�7�� �5!��/ )4� �# ��-C,&B	�/ 

4��8�-C ���'!��/� )�qy�z(.\]��/DNA b��Na 5������-. 

G� 5�����N_ �������)�&(�� ���'!����/� �����#  ^�-W!����/�

 48�-C B9�h Q116$ �-!��!D-!A]/� .I��-�$ 5�/�-# �� \�

 VW# �# }�#-� �` ���-�A��	 �-�� �� ���'!�/� ��# �������D�

-$�1]��.����-�8�-� � ��-# 5(�T!L� ��:!�� �5�<�-a �` 

4����8�-C.-�����8�-� 53������$ ������)������N	 4�������# ��:

´3-ATGCAATTTGTTAATAAAGGATCCTGG -´5
B/�i�# -�8�-� BamHI 

´3-TCACTTATTGTATCCTTTATCGAATTCATC-´5
B/�-D -�8�-� ECORI 

K��1=A$PCR5���� ;8����Y �� ���'!��/� ���# �����-�8�-�  ��-���

 �������  5(�T��!L� �DNA �4��� ^�-W!��/� ���!��/� ���# 

-�A8���/��-$-��9� �� ���# ����� Q!D-��C�>�T��$� F+���7�� �

!��/5��-CBD-C )��(.

>47�:���� ��4j�  ���� K8 ��-# ��1�PCR ;�< �# OP-!13-A1� 

���� ��4j� 58�:� B9�h 

-D�#PCR 10X O-!13-A1� 1X 

dNTPs Mix �-!13-A1� +/P5�1� �i�� 

MgSO4,-!13-A1� ,5�1� �i�� 

B/�i�# -�8�-�+P-!13-A1� -# >���A1� �-!13-A1� ,/P5�1� �i�� 

B/� Q1u�� -�8�-�+P-!13-A1� -# >���A1� �-!13-A1� ,/P5�1� �i�� 

;8��YPfu DNA 5�� ��-� O/P-!13-A1� UO/+

��3�)DNAK1���` (�-!13-A1� OP�-C���� 

-2j� kYO/%F-!13-A1� 
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V=.�PCR ;8���Y �# �4!#� Taq DNA  5���  ;1�9=$ ��-��

�=1:# ���/ 4� .�#-� �� ��-!<� ��9=� -�11p$  ��1/�$�� ���C 

�:� -1tA$ �!/��L��85�`;8��Y �#Pfu 5�� ��-� B1(�L �� �.

R�h 5� �����L-# �-1C �4��# BD-8H� )��(.V=�.� �����

#B�9�h ��# [1$-$ �����,/P5��1� ���-��8�-� -�� �� �i� ,

5�1� �i�� MgSo4+/P5�1� �� �i���dNTPs �O/+4�<� 

5���� ;8����Y ���-��OP���'!��/� ������ ����3� �� �-C������ 

BD-C ��-_)>47�(.>�T*�PCR ��!. pRSETA 

�4��� ;���� ;8����Y� ���#BamHIECORI >` �� -��#

���CY LMP ��L B�1. �� ���'!/� �#  ���D-!A3� f3����/

4�)��!=�-D(��� 5��` ~��*3� S��	 �B�9�h Q1�16$ �� \��

�����+�7�� �5!���/ )4�� ��#  ��-�C�F������ B	��/ 

BD-C.~��*3� >�T�*� >���/ ��# ����Ecoli Bl21DE3 

)1/=�`� (4� BW8��-$.�62_ ������!. �� -# ��-A��	 

5��1# pET28a pET32a k�/ -�# \]�/  4�8�-C ���.

 ��!. ��pET28a I��-$ Q116$ 4�.���. # ����B�/�

 �4�Y��4�4� ���4:�� >-"1�C )+�(.

��1# Q1?$-� f1�W$ J�1$ ��=13�$�# ;/ ��-A��	 VW#

A:�=1:# ��9=� �# ��-�_ 5�/�-# ����� -8� R8�-� ���-#� ���/

BD-C)>47+(.

>47 +:�=1:# ��9=� �# �4� >��	� R8�-� ��-#� ���/ 

)��-< )�5!��/ �7� ��-C(�j3� ���� )B	�/(IPTG )5�1� �i��(
^�� >�a �� kH7 

FPP���� -!� 

5]�Y Q1�1/ 

)5�1� 5�1� -# �-C -!13(

R1*�

B�. 

%z %%+O+P+,+P�O�PFO/��O/P�/�q/Pz/PO/P+PP �OP �PP 

+++y++++++++++yy+++++

�8��3 5��$-# 

(LB)   

\���������1# ������� ������$� �� �>�����/ ����� `�'8-!�����/ ����# 

m�������7 Q18�������� �� 4������8�-C ��Y-D�������# �� 

A (Tris HCL 10mM, KCL 50mM, EDTA 1mM, 

PMSF 1mM, Tween 0.5% , Nanidet. 0.5%) 

��1��/�A1��/ b��8-a �� \]��/  S��<))�4��_zP4��(�� 

OSA1/ :�O ��1�/�A1��/ �1��| ,O��8 �� ��1��| (�!"�A�

4�4�.���T	 �)4�� ��# 53��/ %�� ��# ��j1_� �,PPP ��

�j1_�'8-!��/1� >��*�  `� �8 Q1?$-�� �� 4�6# 5-�# 5�=�/

>` �� SDS-PAGE G� ����#  4���8�-C ������D-!A3� 

5/���. c�� ��# 4� ��1�Y .$ ��9=� �#e8Q1?$-�� B*�( 4�1

 c��=1$d# �-!��/ G� �� �4��� ����1#)�`���1. (5��!�Y �����#

5�� ���X >� 4o -# J1$A48�-C ���'!/� .��W$ ���9=� ��#1f

[�����1X-$�� Q1?$-����� ��4�����j�OPP-�����A1� �� -�����!13 

���T	 �S�(�< 53���/ ����# ���1#,5��1� -D��# �� -�!13 B

)50mM NaH2PO4, 10mM Imidazol, 300mM NaCl ( 

5�1� K8 Q8�� -!13Ni-NTA agarose  �# �)���(Bath  

)4� �#+R1*� ���� �� B	�/ V=.� }��W�  �#�A�� ��# 

5D�-C�$��-. ��!/ 4� Sj!=� .B9�h �# [1$-$ �# ��!/ ����

 >��41�8�qP�FP�+P��P �+P B"� ���� ��-�_ �� �B�D-C

��1"��.�-D >` �� -��# �����D-!A3� �� \��� S��(�< ����� 

SDS-PAGE 4(�� �� BD-C ��-_ 5/�-# ���� )++(.

���Y G���� ���# �4��� f1���W$ Q1?$-��� b��8��$5������8:

�����1�OP�4��� f1���W$ Q1?$-��� �� -��!13-A1� )����<O

f3�L Q1?$-� �-C-A1� (�# ��OP)�'"�D -D��# -�!13-A1� 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

=�8� )�1(�TL 5$-� 58��?Q1;/��=13�$�# 

���� �5��	 �5!��4:# )��4L  5A��� ���	 ������� 5���� ���� ������ 5����� ��5����� ��5q���!"#�$ &6

٢E

Q13�/)PBS (;�< -#�-#  ��-. }��W� #��� �4��Y B�/�

��<-� ���<-� � ��  S��. B���7�� >� �B���7�� �46# 

f_��)��1�/(�D��o� }���W� �� \�� ����/ ��# )���(

 �# 5_�'( -�b8��$ ���/ G�� 4�)>47%(.

>47 %:Q�8� S<�-� �� [1.-$�� Q1?$-� -8��j�  ��*� ����� ���/ 

�� �� ��4j� )G�� -�(��-�� b8��$ G� 

>� �� �O�-C-A1� S��. B���7�� 5_�'( 

�� �� �OO�-C-A1� f_�� B���7�� 5_�'( 

��/ �� %PO�-C-A1� �f_�� B���7� 5_�'( 

�-/ 5#�8��� ,O# ��13� G� �# �4� f3�L [1.-$�� Q1?$-�  Q1".�$ \A�]�. �� ���'!/� �#�4�Y S�	 

$ B:7e��# k���. k���7 5�/�-# �� �-1C���7  �/�� 418

 R�jD 4���� ���=	 �# G�� ��:nPBS S8-!�/� B����7�� 

b8��$48�-C .��$b8����(�D �# ��O� �� ���� 4� �N_ S��

��L b8��$ -� ����� �-1C BD-C .B:7 116$ !�Y -!1$ Q5��#�

��13� G� �� �4� 413�$ 4� ���'!/�)+%(.

5��=�8� 5#���8��� ����8 V3���n B"��$ ���# 5)challenge:(

5=�8� 5#�8��� ��-# ��855�t=L G� �� V3�n B"$ �# ����/

 4� ���'!/�.B_� K8 ;/ �4� �1:$ ��� ��1� ��# ���# ��OP/OP

);�< �# ;�< (K8 ���1� �# �1� ��#zP/%P5!�Y �# �1:$ ���# 

������ ��  }����W� �[��1.-$�� Q1?$-��� ���1�	 -��# �4��� %z

�7�� �5!��/ ��-C 4�� ���4:�� B	�/ ;1� )4� �# .��4�j� 

OPP -!13-A1� 5!�Y }��W� -� �� �`_5!�Y �# �4� �1:$ ���#

 �# ~�D G� G�� -�)��x���� �:n G��� ��(�#�����=	 

��4j�  B"$OPP-!13-A1� B_� �� �4� �1:$ ��� 5�!�Y �`

5!�Y ���< �4# �# ���# G�� -�)��x���� G��� ���:n(

#�SL�� )��( �# >-!=. ���=	 Q13�"�� c�-/ R/�$ 5_�'(

G�� ��!D�  b8��$ 48�-C BN|  5/�-# ��.

ها يافته
�$-� �41$�?�.�� \��A/ ��n13�$�# ;/ Q1".�J1$ ��= 

A�� 5��=h �������#AT)���N8-j$zP4��(�� (5��� �� �4����#

����<-� �>�T��$� �� �-1C����7 ��-��# �����-�8�-� 5��<�-a 

���� �� 5(�T!L�-1h �� 84�=�# ���-�8�-� >�a �Q1 -�9� �� -$

 4� �!D-C .;8���Y ��-# G-# ���8�7 k�W!�� ����BamHI

ECORI ��8�7 Q8� ��7 �4	 S13� �# �1� ��` ��!L�/ �� ��

I4��� �Y �����8�7 �����# [��/�=�  I-��a K��8 �� �� ���� 

)Multiple Cloning Site [MCS] (����� ������!.

 ;8���Y Q�8� k��W!�� S�13� -��8� I-a �� -9� ���# ��� )+,(.

�����D� �-��� ���# �Y B*��( -���8�-� 5��<�-a �� 4��6# Blast 

��=13�$�# ��848-!"�. G�/ �# �. 4� 5/�-# J1$ A��7�� 

�B��� 5���W�� 5�` K��# �.

����62_ -���1tA$ B���:7 �K���1=A$ �� I4���� 5����` PCR 

4���� ���'!���/� .������� �� ����. �����aSA������4���8� 

5��� 4��=# ����7 ����� �%,% �� ����# B��'7��!��/ ����� 

+�%,V=.� �# }�#-� PCR 5� 4��#.��=n B�/�41� ��n 

�� ���4���� M���*3 ���# ��4��=# �"��8�j� ������ ���# ���# -��C 

����62_ >����a ������� 5������W�� �����9!�� �������D������ 

Q����8� ���4����=# ������7 �4����	 �����. -����# 5D�����o� 

B1(�T�����!L� -�����9� ��������� �` ������# �������-�8�-� 

���� B3i�.
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٢F

SA� �:>�T*� 5/�-#PCR ���CY >` �� -# �4(�� 

��!/ �:>�T*� PCR�62_ ���-A��	 

��!/ +:53�A3�� -.��� 100bp DNA 

SA� +:;�� �13��Y 5��8��Y :k��/ �� -�# ��-�A��	 V�W# �` ����.

 ��!.pET32a ;8��Y � R/�$ �. BamHI ECORI ;��� ����� 

BD-C ��-_.

��!/ +�%�,:��!. pET32a ���� �` ��< ~��D ;8��Y � �# �. -9�

B/� �!D-C ��-_ ;�� ����.

��!/ �:53�A3�� -.��� pUC/Taq)�,,,�zO,�,O&��# B'7 (.

SA� +����. �13��Y �# }�#- # �����4��Y B/� ����� �` ��

 -9�5�4��# .��!/ ��� +�%,��SA����. �# }�#-� ���

 5� BNt� 4=��# �62_ 5�8��Y ;�� -|� �� �.�5�` ���. �4� 

�4� ^��L ��!. �� B/� .��j3��R8�-�� �� �4�� ����. �` 

R/�$ 0�!W�IPTG �� SA�� %B�/� �4�� ���� V8���� .

������ �. ��a SA�� �4����� 5�� R8�-�� >���	� ��# ����

 �/-� �� 0�!W� ��j3� ��� S(�< ��1# pET32a �!N"� ��_ 

c�� �# �. ���# 5/���. ��1�Y � S#�_ ��#����# B8 .-�.� S�#�_

 J�1$ ���=13�$�# ��848-!"�. ��-A��	 VW# �` �. B/� A

Q1?$-� K8OP��1. 5� ���8� �� 5��!3�� �48�����=n �n-!�1� 

4� -.� ��!. pET32a Q1?$-�� ��4�!#� �#K�8 [�1.-$�� 

�`�1D +P5� �D�o� 5��!3����1. 5�=1?$-� S13� Q1�� �# 48���

 �� �. SA��%�#>` �� -SDS-PAGE 5�� �4�8� ����

 �����>��6� 5�� zP��!3����1. 5�4��#.

SA� %:���. ��1# 5/�-# ��-�A��	 V�W# �` -��8� ��� �� -�# ��. 

��!.pET32aB/� �4� ���. .

��!/ F(>-!=. :�# �j3� �4#IPTG 

��!/ O�,�%�+ (B"$:�# �j3�IPTG 

��!����/ �(Q1?$-����� -��������� :��F�+/FF�,O�%O�+O�,/�&,/�,

��1X ��!3�� 

4321

21
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٢٧

 c=1$d# �-!/ R/�$ �4� 413�$ Q1?$-� �13���Y ����� ��13� 

 BD-C ��-_ $e88�-C 41 4�� �Y g8�!� �.SA�,��� �8�4�� �

B/� .$ B"$ �� S(�< g8�!�e8���������� �� ��1� ���13� �4�1

�+�4��� ���Y B��/������� ���. �4��=�� �Q1?$-��� 4��13�$ 

5� [1.-$�� 4��#.

SA� ,:Q1?$-�� �� -�# c=1$d# �-!/ S�	 �` ���1# �� S�(�< ����.

��!. �� -# ��-A��	 VW#pET32a B/� �4� ���..

��!/�(����� ���. ��# �4� �j3� ���:n IPTG 

��!/+(>-!=. :�# �j3� �4#IPTG 

��!/%(���4�� -����� �Q1?$-� )��!3����1.(

�� \� $e841Q1?$-� G� �# �4� ��1#  )d�# �-!�/ ���

��13� B�D-C ����� f1�W$ S�	 �.����� �� ��. ���a -8�T�$ 

����� �OB/�41� �B9�h ���13� ����P+P5��1� �i���

>��41�8��7 S�	 B/� �!D-�� )��( Q1?$-� ���/�4 5�3

 B9�h �� ���FPqP5�1� >��41�8� �i�� [1.-$�� Q1?$-� 

Q1?$-� �� 5�6# ��-�� �#�4�� ^��L ��!/ �� -�8� ��� ��.

 5���� �������L-# 58i���# �����L �� 4����# .B��9�h ���+P

5���1� ��1�8� �i���� >��4 �4��� ^����L >����*���!��/ �� 

B�/� �4�� f3��L [�1.-$�� Q1?$-� ��< 5D�-C�$��-..

5�=�8� ���1� 5/�-# ��-# 5�!�Y 5�8�� b�8��$ �� ���(�< �-�/

 5�t=L G� �� ;/ ��-���	 VW# [1X-$�� Q1?$-� ����/

 4�� ���'!�/� 5�����8���Y G�� �� .V8����Y ������ �� S�N_

 � S_�4<�4=�X ��-C Q1�16$ ;�/ 4�8� .� b�1j*$ Q�8� ��

 �-C,4�=!D-C ��-�_ ���'!�/� ����� 5�/�-# B�:7 5���� .

,5!�Y �X 5��� �  �-/�4=�X ��4���-X B�D�8�� �� ;�/ 

4����4��� �4����� 5������ .��,�Y ����# ����X 5������ � ������

�4=�. �LD50�P �4��� G��� ��/ ��# �4� b8��$ Q1".�$ 

�Y �� 5�8  4��� 4�� 0�$ �� .��# >��< Q1�	 �� � b�8��$�

�4=��X �LD50�PP B��HC �� \�� ,&G��� B	��/ ���

 4��-� 5���.G��� 5����$ � R�jD ��X >-�!=X ��������� 

LD50 ���P�PP4�������# ��-����X B����D�8�� �� ;����/ 

4=!D� Q1# ��.

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

OD nm:495 

1 2 3 4 5 6 7 8

�������:Q1?$-�� �� -�# �4� ����� ��13� ���1# �� S�(�< ����

 J�1$ ���=13�$�# ��848-!"��. ;/ ��-A��	 VW#A�� -�# ��.

 ��!.pET32aB/� �4� ���. :

�yB"$ )��!.pET3258�:=$ �# + (Q841!"1� 5!�Y +�C���. 

+y>-!=. +Q841!"1� 5!�Y +�C���. 

�yB"$+Q841!"1� 5!�Y +.�C���

,yB"$ +�C���. 

OyQ841!"1� 5!�Y +�C���. 

Fy�C���. 

zyQ841!"1� 5!�Y 

&y>-!=. +�C���. 
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0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

OD nm:495 

1 2 3 4 5 6

������+:Q1?$-� �� -# �4� ����� ��13� Q1�� ��1# �� S(�< ���

 J��1$ ����=13�$�# ;��/ ��-��A��	 V��W#A����!. �� -��# ���. 

pET32aB/� �4� ���. :

�y>-!=. )���.,(+5!�Y ��=13�$�# +�C���. 

+yB"$ )���.,+ (5!�Y ��=13�$�# +�C���. 

�y>-!=.).���++ (5!�Y ��=13�$�#+.�C���

,yB"$ )���.++ (5!�Y ��=13�$�# +�C���. 

OyB"$ +�C���. 

Fy5!�Y ��=13�$�# +�C���. 

SA� O:J1$ ��=13�$�# ;/ ��-A��	 VW# �` f1�W$A��!/ R/�$ 

Ni-NTA agarose resin :

��!/ �(>��41�8��P5�1� ��N	 ��!/ �� �. �i��B/� �4� ����.

��!/ +(>��41�8�+P5�1� ��N	 ��!/ �� �. �i�� B/� �4� ���� .

��!/ %(>��41�8�FP5�1� ��N	 ��!/ �� �. �i�� B/� �4� ���� .

��!/ ,(>��41�8�qP5�1� ��N	 ��!/ �� �. �i�� B/� �4� ���� .

��!/ O(>��41�8��+P5�1� ��N	 ��!/ �� �. �i�� ����B/� �4� .

��!��/ F(���4���� -������� �Q1?$-��� :��F�+/FF�,O�%O�+O�,/�&

,/�,��1X �!3���.

 بحث
�4=�. ����1# ;"13�$�# R�/�$ �. B/� �� Q1"�.�$��� 

�� 5A8$-/�J8B'� ��� ���=13�$�# ��848-!"�. ���C ����8� 

5� ��� .�Q1".�$ �-A��	 53�A3�� ;"1��A� �# �7�$ �# VW#

�-1��� ��'1� KN/ ����� �4�:	 ��# �� ;/ 5!"13�$�. .-�� 

4=n ��=1�� �� )��63�2� -!�1# � [�1.-$�� Q"�.� 4�13�$ 

5!�Y >�T$� VW# �� -# ���# �4=�� �Q1".�$ �4�� ��.-�!� 

B/� )�qy�F(��� ����1� ��$ ;8���# �Y -�# b�1j*$ Q8� �� �� 

5��=�8� ��W# ���# �"��8�j� �� �� ��-��A��	 V��W# 5��8�� V

>�T$� �4=�� �;1�� ��-_ 5/�-#  �"8�j� ���� ;/ .

-8� ��9=� �# b1j*$ Q8� �� ���"�� ����/)Subclonning (

;!"1/ �� -9����� �` ��1# ��!. pET 4�� ���'!�/� .Q�8� 

���N3�h ;!"��1/ ���"���� ��-��# 5������8���Y ����1#  �����/

Q1?$-� �� [1.-$�� ���E coli5� ���'!/� ���.

;!"1/ ���!.pET ��$��-� �����T7 lac5���. 4���#

��$��-��5��� k�"��*� ����_ �� ����� .-������� ����7 

6His Tag � �� I-aMCS [�1.-$�� Q1?$-�� f1�W$ 

��1# 5� S1:"$ �� �4� 4=. .�!A� �\��A�/ K�8 ���7 -�8� 

%PP ��4!#� �� �41$�?�.�� MCS�pET32a 5�� ��. 4���#

 5� [N/ 4�1!]� K8 ���+P���1. Q1?$-�� ��4�!#� ��# 5���!3�

 ��-C �D�o�.�Y �� Q8� -# �d	 ��785�` ��. ���L �������� �

����N3�h �����=13�$�# ��848-!"����. ���4���1$�?�.�� �� 5���=h 

AT5��� ����#=4�Y ����1# �H��3 ������!. -8���/ R��/�$ ���� 
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٢٩

#�)��( 5!<�� 5�� �-1C )+,�&��z.(

#�B�W8��-$ ��# �[�1.-$�� Q1?$-�� ���1# 5��. ���a ��-�.

 4==.4. �` ��< 41�/d���>���/ K8 �# -9����� Q1?$-� 

4��  [/�=� ��#�1� >��/ ���� R1�*� K�8 �� ���#�1� ���

 >���/ ��-�.�13 ��# ���8�� ��  ���1# K�8-*$  [/�=�  ���

 Q1?$-� 5/�-# >` �� ��SDS-PAGE ���< 418e$ ��-# 

[1.-$�� Q1?$-� S#�_ �5/-!/� B/� ._� k�W!�� �# G�/ b1

 Q1?$-�� [��h� 4��� R8�-�  ��!. ���#�1� [�1.-$�� ����

5� �� 4=���$E coli4��� ��1# 58i�# {2/ ��  4��� ���. .

5��1# ;!"1/pET ��=1:# i�# {2/ �� ��1# ��-# �4�� ����/

 5�� Q1?$-�� -�� ��-�# 5���1# ��=1:# R8�-� ��� �B/� B"�8�# 

#���� Q16� 5#-�$ )��( .!. �� 5A8 ����� 5���1# �����

 ��!. ���'!/�pET32a �` ���1# �� 5����C ��=.�$ �. B/� 

���� B�/� �!��4� ��7 �Y �� ��=13�$�# ��848-!"�. Q1".�$

B1�#�_ ���� �Y ��� ��1"�# S(�< g8�!�  BD-C ��-_ �� �7�$

B8�o� ����� -��� Q1���  ���# i�# ��1"# ��1# {2/  VW#

5� Vj� �� ��!. �. 4��Q116$ �4==. �` Q�8� ��1# {2/ �� ��

 B/� ���# �����L-# .5C�8 �� ;!"�1/ ����pET32a Q�8� 

^���L �����?$-� �. B/� ��# ST�!� ������?$-�  53���/

��8������ ����?$-� B�13�6D �H�3 ����# ;�. ��1"# 53��/ 

5� Q18�� >�T*� 4��#.��T�L �� ��� 5��N_ )��j1j*$ ��

 Q1?$-� f1�W$ -$�� ��� ;!"�1/ �� �4� ��1# [1.pET ��# 

;8��# �7��� 5$dA�� Q�8� ����7 �� ��13� S�<�-� �� ��. �

B9�h �� Q1?$-� �f1�W$ ^��L ��!/ �� >��41�8� ;. ���

5� ��1!� �� �. 4� f3�L S�	 # ���/�)��( k��2� ��a

5�� BD-C.�Y5�� �� -��� Q�8� S�13� B/� ;�"� �n ��# ����$

 ��� �# 016o >�T$� ��# Q1?$-�� Q�8� ���:!�� �� Q841!"1� �

���� ��1# Q8�� .-8��/  ��� R�/�$ ��1� dN�_ 5�A��� Q1=n

 B�/� �4� G���C Q1jj*�)+O+,��&��z.(Q1�jj*� Q�8�

 S�L�� �� Q841!"�1� ����� �4�� 5�'W� >��!<� �� -�� S13�

 ��-. -.� Q1?$-� �� Q841!"1� ���� �� SA�� S< ��-#  4��

 Q1?$-� -/ �)S1"�.�#-. ���:!��  5�=1�Y ��:!�� (���'!�/�
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B�/� �!���4� ;�� ��# 5$�'$ �1� ���C�47 ��-���	 VW#.

�8j!6� �-C Q4?$-� �X 4�1X-$�� Q1�-����	 [���54����$

�8�=5S#�_ 3�N_5��� �� u4�� �.	 ��13Y B���7�� >�< Q�N��1Q
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5!�Y �X 4� fW�� �1� -9� ���# �# �"8�j� �� �4� 413�$ ���
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Background and Objective: Botulinum neurotoxin type A, structurally consists of a 50KD light chain and a 

100 KD heavy chain linked by a disulfide bond. The protein can further be divided into three functional 

domains of which catalytic domain corresponds to the light chain. In this research we aimed to produce 

recombinant catalytic domain in order to obtain a protective protein.  

Materials and Methods: Bacteria were grown in anaerobic conditions and genomic DNA was extracted by 

alkaline method. Following the gene coding a set of primers was designed and the catalytic domain was 

amplified through PCR. The PCR product was then cloned into three expression vectors namely pRSETA, 

pET28a and pET32a. The expressed protein was analyzed on SDS-PAGE and confirmed by ELISA and 

western blotting and then purified by affinity chromatography. 

Results: In this research the maximum expression was obtained at 0.5 mM IPTG,OD600:0.6 and 15 hours of 

induction at 30˚C. The protein so expressed was purified by affinity coulmn chromatography .The antibody 

raised against recombinant protein could protect the rats by 100 LD50 .

Discussion: Though the expression of AT- rich genes in E.coli system is low, we could obtain an appropriate 

level of expression in this study. The purification of recombinant protein in the early stages was elusive in 

the extreme by affinity chromatography due to the weak binding of histidine N-terminal to the column, 

howerer 90% purification was achieved through modification of the technique. The antibody produced 

against this domain was less protective compared to that of binding domain. 

 

Key words: Clostridium botulinum type A, Catalytic domain, PCR, Recombinant protein. 
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