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تخليص و جدا سازي پادگن های اگزو توکسين 
 34F2 سويه Bacillus anthracis (PA،LF،EF(

 HPLC به روش  اولترا فيلتر و

چكيد‌ه 
بيم�اري آنتراكس)ش�اربن( يك�ي از مهمترين بيماري‌هاي مش�ترك بين انس�ان ودام مي باش�د. عام�ل آن باكتري گرم 
مثبت و ميله اي ش�كل B.anthracis اس�ت. B.anthracis داراي دو عامل بيماري زاي ش�ناخته ش�ده ش�امل يك سم 
پروتئيني سه قسمتي ويك كپسول پلي دي گلوتاميك اسيد می‌باشد. با توجه به اين كه توكسين باكتري نقش مهمي در 
 بيماريزايي وتهيه واكسن دارد، لذا جداسازي و تخليص آن همواره مورد توجه محققين بوده است. سم سه قسمتي شامل 
پادگن های PA, LF, EF مي‌باش�د. درك بيش�تر اكتيويته س�م، نقش هر يك از اجزأ توكس�ين در بيماري زائي وحفاظت 
در برابر بيماري وتهيه پادگن براي به كار رفتن در سيس�تم هاي تش�خيص نيازمند درجات بالاي تخليص مي‌باشد. در اين 
تحقيق پس از كش�ت باكتري روي محيط كش�ت اختصاصي و ج�دا نمودن محلول رويی از پيك�ره باكتري، اين محلول از 
اولترا فيلتر)UF( با ‌Cutoff 30000 و 50000 و 100000 عبور داده شد و سپس عمليات ترسيب با  سولفات آمونيوم  و دياليز 
انجام گرديد.كه نهايتاً با اس�تفاده از دس�تگاه HPLC پادگن های توكس�ين B.anthracis از يكديگر جدا شد و در روش 
الکتروفورز اين پادگن ها )EF,LF,PA( به ترتيب با وزن مولكولي هاي 86, 87, 85 كيلودالتون و با خلوص بالا مش�خص 

گرديد.  
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Purification & separation of Bacillus anthracis 34F2 Antigens with UF & HPLC
By: Golchinfar,F. , Madani,R. ,Biotechnology Dept. Razi Vaccine & Serum Research  Institute, Moazeni Jula, G. , 
Aerobic Bacterial Vaccines Dept. Razi Vaccine & Serum Research Institute.
Anthrax is one of the important zoonose disease between human and cattle. Bacillus anthracis is a gram- positive 
bacterium which its tripartite protein toxin contains protective antigen (PA), edema factor (EF) and lethal factor (LF) 
and a poly D- glutamic acid capsule. A recent resurgence of interest in B.anthracis resulted in improved methods for 
production, separation and purification of the known toxin components. This in turn has lead to development of much 
more sensitive toxin-detection systems. Further understanding of toxin activity, the role of individual components 
in protection against the disease and the production of antigens for use in diagnostic requires high-degree of purity. 
In this study after cultivation of bacteria and separaing the supernatant the solution was passed through different 
membrane of  ultra filter system with 30000, 50000 and 100000 Dalton molecular weight cut off respectively. The final 
solution was treated with ammonium sulphate and the antigens prepared which after dialysis have passed through gel 
chromatography of HPLC for separating of  B.anthracis toxins. Finaly three toxin antigens EF,LF and PA  with 86, 87 
and 85 K dalton molecular weight of high purity were obtained.   

Key words: B.anthracis , HPLC,  separation , purification, EF,LF,PA Proteins

مقد‌مه
باس��يلوس ها از ارگانيسم هاي شايع محيطي بوده و در آزمايشگاه ها 
اغلب به عنوان آلوده كننده محيط هاي كشت و نمونه هاي آزمايشگاهي 
 B.anthracis محس��وب مي ش��وند.از مهم ترين بيماريزای اين جنس
عامل بيماري آنتراكس )س��ياه زخم( از مهمترين بيماري هاي مش��ترك 
بين انس��ان و دام مي باش��د. اين باكتري بدون حركت، اس��پور دار و به 
اندازه 4-8 ×1/5-1 ميكرومتر با انتهاي جهار گوش مي باش��د. اسپور این 
باکتری بيضی شکل، غير متورم و مرکزی می باشد و از نظر اندازه مشابه 
ساير باس��يلوس ها است برای مشاهده اسپور از محيط های اختصاصی و 
رنگ آميزی اس��پور استفاده می شود اس��پورها در بافت آلوده در معرض 
هوا ديده نمی ش��وند. اس��پور در محيط مغذی يا بافت انسان و دام تکثير 
يافته و تش��کيل زنجيره های کوتاه کپس��ول دار می دهد. جنس کپسول 
B.anthracis از گلوتاميک اس��يد می باش��د که عام��ل حدت زای آن  
می باش��د. نقش کپسول در پاتوژنز ميکروب بوسيله جلوگيری از مواجهه 
سيس��تم ايمنی ميزبان با با کتری و تحريک س��پتی سمی می باشد. اين 
باكت��ري گرم مثبت و ه��وازي بي هوازي اختياري مي باش��د. دماي بين 
45-12 درجه س��انتي گراد را تحمل مي كند ولي دماي مناس��ب آن 35 
درجه مي باش��د )1(. اين باكتري روي تمامي محيط هاي معمولي رش��د 
كرده و تش��كيل كلني هايي با مركز مواج و محدب مي دهد كه اصطلاحاً 
به آن س��ر م��دوزا مي گوين��د)11(. توكس��ين B.anthracis يك اگزو 
 توكسين مي باشد كه از سه جزء پروتئيني تشكيل شده است به نام هاي

Protective antigen) PA( ي��ا پادگ��ن محافظ��ت كنن��ده ك��ه به 
خاط��ر توانايي آن در ايجاد ايمني محافظت كنن��ده در برابر آنتراكس به 
 اين ن��ام خوانده مي ش��ود،Edema Factor) EF( ي��ا فاكتور ادم زا و

 cya,lef,pag يا فاكتور كش��نده، هرسه ژن هاي )Lethal factor) LF

A به ترتيب کدکننده EF,LF, PA هستند که تمامی آنها روی پلاسميد   
 pxo1 ق��رار دارن��د هر س��ه فاكت��ور به ط��ور جداگانه كلون و س��كانس 
 B.anthracis ش��ده اند)13(. تخليص و جداس��ازي اج��زاي توكس��ين
ب��ه منظ��ور مطالعه س��اختمان و نحوه عملك��رد هر يك از آنه��ا و نيز به 
 منظور تهيه و توليد واكس��ن هاي انس��اني و دامي و بهبود كيفيت اثر اين 

واكسن ها، از سال هاي گذشته مورد توجه محققان بوده است )6، 7(. 
ه��دف اصلي اي��ن تحقيق ني��ز تهيه خال��ص ترين پادگن ش��اربن جهت 
 اس��تفاده در سيس��تم هاي مختلف تش��خيص براي به كارگيري بهترين 
سيستم ها جهت شناسايي عامل مربوطه مي باشد که در قدم هاي بعدي با 
 دستيابي به پادگن های تخليص يافته به صورت آزمايشگاهي شايد بتوان به 
پادگن های تش��خيصی اختصاصی و يا واكسن هاي Sub unit نيز دست 

يافت.
جه��ت تخليص پادگن ه��ا از دو تکني��ک اولترا فيلتر)ميلی پ��ور( که در 
حقيقت نوعي غربالگر مولكولي اس��ت )9( و کروماتوگرافی مايع با کارايی 
ب��الا )HPLC( ش��رکت )waters( با بهره گيری از س��تون فاز معکوس 

)RPC18( استفاده شد. 

مواد و روش ها 
كشت باكتري  

ابت��دا يك ويال ليوفليزه از س��ويه 34F2 )موج��ود در بخش بی هوازی 
موسسه رازی( در محيط بلاد آگار در دماي 37 درجه سانتي گراد به مدت 
يك ش��ب رشد داده ش��د پس از اطمينان از خلوص باكتري بوسيله رنگ 
آميزي و كنترل ميكروس��كوپي باكتري رشد كرده به محيط RM منتقل 
گرديد )8(، تا به مدت 18 الي 20 ساعت در دماي 35 درجه سانتي گراد 

رشد داده شد.  
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تخليص و جداسازي ...

جداسازي توكسين 
خل��وص ميزان رش��د باكتري ها بوس��يله رن��گ آميزي گرم و مش��اهده 
ميكروس��كوپيك انجام شده سپس جداسازي باكتري از مايع رويي توسط 
س��انتريفوژ با دور 12000 انجام گرفت و pH آن روي 8 تنظيم گرديد، 
سپس مايع جدا شده توسط فيلتر ميلي پور 0/45 ميكرون استريل شده و 
نهايتاً EDTA یک درصد به مايع رويي به منظور حفظ اجزاي توكس��ين 

باكتري افزوده گرديد.  
 

اولترافيلتراسيون 
در انج��ام عملي��ات ابتدا محل��ول رويي جدا ش��ده از باكت��ري را از يک 
 غش��ا با حد جداس��ازی )cut off( 30000 كه از جنس اس��تات س��لولز 
 مي باشد. عبور داده از آنجا كه وزن مولكولي پروتئين هاي مورد نظر ما بين 
KDa 80 و KDa 90 قرار دارد محلول مورد نظر ما قس��متي از محلول 
اصلي بوده كه از غش��ا دس��تگاه عبور نمي كند و آن را جمع آوري نموده 
س��پس از كاتاف 50000 از جنس پلي اتر سولفون عبور داده اين بار هم 
محلول باقي مانده جمع آوري ش��ده و از كاتاف 100000 از جنس سلولز 

تغيير يافته عبور داده و اين بار محلول خروجي جمع آوري گرديد.
 

ترسيب پروتئين ها 
 اف��زودن س��ولفات آموني��وم 70 درصد و مخلوط نم��ودن آن در 4 درجه 
سانتي گراد به مدت يك شب سبب ترسيب پروتئين.ها شده كه با استفاده 
از سانتريفوژ 15000 دور به مدت 30 دقيقه رسوب بدست آمده را در بافر 
)TEA (pH=8 حل نموده و عليه همان بافر به مدت 5 س��اعت بطوري 

كه در هرساعت بافر تعويض مي گرديد: دياليز شد. 

 )HPLC(كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا
م��دل  HPLC از:  عبارتس��ت  دس��تگاه  مش��خصات  و   ش��رايط 

Preparative 486 ش��رکت Watersمجه��ز به دتكت��ور UV كه به 
كامپيوتر مدل NEC-Image 46603 متصل شده است. 

نوع ستون به كار رفته ET25014  Nuclosil 4000-7PEI. سرعت 
فاز متحرك 1mg/ml و مي��زان تزريق 100 ميكروليتر بود. براي تزريق 
نمونه بدس��ت آمده )نمونه دياليز شده بدست آمده از اولترافيلتر با كاتاف 
100000( به دس��تگاه HPLC ابت��دا آن را از فيلترهاي Millipore با 
 سايز 0/45 ميكرون عبور داده وسپس وارد ستون مورد نظر به همراه بافر

20mM Tri Ethanolamine / NaOH / PH=8 گردي��د. محلول 
خارج شده از ستون در طول موج 254 نانومتر بررسي شد.

 الكتروفورز SDS-PAGE براي بررسي پادگن ها 
 ژل تنظيم کننده 4 درصد و ژل جداکننده 10 درصد آکريل آميد که شامل 
محل��ول های زخيره آکريل آميد وبيس آکريل آميد، آمونيوم پرس��ولفات 

1/5 درصد، SDS 10 درصد و TEMED می باشد. 
محلول رنگ آميزي عبارتس��ت از: متانول 35 درصد اس��يد استيک 7/5 
درص��د رنگ کوماس��ي بلو: 1 گرم در ليتر و محل��ول رنگ بري نيز مانند 

محلول رنگ تهيه مي گردد و تنها فاقد رنگ مي باشد.
همچنين بافر نمونه )Sample buffer( شامل: 

Tris/HCl 0/0625 مولار با SDS pH: 6/8 2%-گليسرول 10 درصد- 
مرکاپتواتانول 5 درصد- برومو فنل بلو 0/001 درصد.

آماده سازي نمونه
 آماده س��ازي نمون��ه به اين صورت انجام ش��د ک��ه نمون��ه و بافر نمونه 
)در داخل ميکروتيوب( به نسبت 1:1 به يکديگر افزوده و سپس به مدت 
15 دقيقه در آب در حال جوش قرار گرفت. در نهايت مقدار بس��يار کمي 

سوکروز به آن افزوده و ورتکس گرديد.
 

مراحل انجام الکتروفورز پادگن ها 
1( پس از تهيه ژل ها، ابتدا ژل جداکننده در فضاي دو شيش��ه الکتروفوز 
که قبلًا آماده و با آب مقطر تست شده بود، ريخته و روي آن با آب مقطر 

پوشانده شد.   
2( بعد از بسته شدن ژل و حذف آب موجود، ژل تنظيم کننده ريخته شد 

و بلافاصله شانه داخل ژل قرار گرفت.
3( بعد از بس��ته ش��دن ژل تنظيم کننده، نمونه ها داخل چاهک ها ريخته 
 ش��د و کل مجموع��ه داخ��ل تانک بافر ق��رار گرفت به طوري که س��طح 

نمونه ها کاملًا با بافر پوشانده شد.
4( س��پس جريان برق برقرار گرديد و با ولتاژي معادل 120 ولت حرکت 
نمونه ها در ژل آغاز شد. بعد از رسيدن نمونه ها به انتهاي ژل, جريان برق 
قطع و ژل از فضاي دو شيش��ه خارج گرديد. س��پس ژل بالايي بريده و به 
مدت 1 – 0/5 ساعت داخل محلول رنگ قرار داده شد. پس از اين مرحله 
ژل از محلول رنگ خارج ش��ده و داخل محلول رنگ بر قرار داده شد. ژل 

تا ظهور باندهاي روي آن داخل محلول رنگ بر باقي ماند.

تعيين وزن مولكولي پروتئين ها 
وزن مولكول��ي پروتئي��ن مورد نظر به آس��اني از روي حركت نس��بي آن 
ب��ر روي ژل تعيين مي ش��ود. بطوری ک��ه در كنار نمونه ه��اي پروتئيني 
ب��ه كاربرده ش��ده )EF،LF،PA( از مارکر پروتئينی اس��تاندارد كه وزن 

مولكولي مشخص دارند در مقايسه استفاده گرديد.  

نتايج 
استخراج پروتئين از محيط كشت

حجم كلي كشت باكتري روي محيط RM  6 ليتر بود. بعد از سانتريفوژو 
جدا كردن باكتري از مايع رويي و اس��تريل كردن مايع رويي حجم آن به 
5/5 ليت��ر كاهش يافت. مقدارپروتئين مايع جدا ش��ده كه به روش لوري 

محاسبه گرديد mg/ml 1/44 بدست آمد. 

اولترا فيلتر با كاتاف 30000 
با انجام اولترافيلتر با كاتاف 30000 وتغليظ مايع رويي اس��تخراج ش��ده 
حجم آن به 500 ميلي ليتر كاهش يافت. مقدار پروتئين محلول بدس��ت 

آمده از اولترافيلتر با كاتاف 30000 برابر با mg/ml 2/3 محاسبه شد. 

اولترافيلتر با كاتاف 50000
محلول پروتئيني بدس��ت آمده از اولترافيلتر با كات��اف30000 مجدداً با 
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كاتاف 50000 اولترا فيلتر ش��د ك��ه در نتيجه اين عمل حجم محلول به 
75ميلي ليتر تقليل يافت. 

اولترا فيلتر با كاتاف 100000 
محلول پروتئيني بدس��ت آمده از اولترافيلتر ب��ا كاتاف 50000 بار ديگر 
با كاتاف 100000 اولترا فيلتر ش��د حجم نمونه در پايان عمل فيلتر 73 

ميلي ليتر بود. 

ترسيب پروتئين ها 
سولفات  آمونيوم توزين شده به تدريج به محلول مورد نظر افزوده گرديد 
و پس از يك ش��ب هم خوردن در 4 درجه سانتي گراد توسط سانتريفوژ 
بادور 15000پروتئين ها رسوب كرده و در بافر TEA pH=8؛ حل گرديد 
كه در مجموع 14 ميلي ليتر محلول پروتئين غليظ بدست آمد. عليه بافر 

مشابه دياليز گرديد.

HPLC نمونه
نتيج��ه حاصل از HPLC  كه در نمودار زير مش��خص مي باش��د س��ه 

فراكسيون مشخص است كه شامل : 
  )PA( 1- پيك اول 0/7 ميلي ليتر

 )EF( 3- پيك س��وم 1 ميلي ليتر  )LF( 2- پي��ك دوم 1/5 ميل��ي ليتر
مي باش��د كه هر يك جداگانه مورد سنجش پروتئين قرارگرفت و ميزان 

پروتئين هر يك به قرار زير مي باشد. 
EF = 0.6 mg/ml
LF = 0.77mg/ml 
PA = 0.75mg/ml      

SDS-PAGE پادتن ها
    نمونه هاي بدست آمده از HPLC را به همراه ماركر پروتئيني بر روي 
ژل برده و در ش��كل زير LF،PA و EF ب��ه ترتيب با وزن مولكولي هاي 

86، 87 و 85 كيلودالتون مشخص مي باشند. 

بحث
سويه هاي باسيلوس آنتراسيس قادر به توليد توكسين مي باشند . اجزاي 
تش��كيل دهنده اين توكسين )LF،EF و PA( از جنس پروتئين هستند 
كه بعد از س��اخته شدن در سيتوپلاس��م باكتري به محيط خارج ريخته 
مي ش��وند. س��ويه V770 تنها قادر ب��ه توليد PA مي باش��د و فاقد دو 
فاكتور ديگر اس��ت س��ويه های 4229 ، 6602 از B.anthracis بيماريزا 
نبوده و براي تحقيق مناس��ب اند اما اين س��وش ها قادر به توليد توكسين 

HPLC با PA، LF، EF شكل 1- نمودار منحنی پادتن ها
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HPLC جداشده با PA، LF، EF شكل 2- الكتروفورز پادگن های

 Ames، Buffalo، Colorado، AH نيز نمي باش��ند سوش هايي مثل
 ق��ادر ب��ه توليد توكس��ين و اجزاي آن ب��ه صورت كامل هس��تند اما اين 
س��وش ها بيماري زا مي باش��ند)12(. س��ويه 34F2 ك��ه در اين تحقيق 
  PA، LF ،EF انتخ��اب ش��د علاوه ب��ر تولي��د مي��زان قاب��ل توجه��ي 
بيم��اري زا نيز نمي باش��د. در انتخاب محيط كش��ت مناس��ب محققيني 
چون Bailie در س��الHeclay , )1( 2001 و Gold در س��ال 1949 
)7( و Gladstone در س��ال 1946 )6( از محيط هاي كش��ت پروتئيني 
اس��تفاده كردند اما اشكال عمده در تفكيك پروتئين هاي محيط كشت از 
توكس��ين باكتري بود كه استفاده از محيط كشت حاوي اسيدهاي آمينه 
و ساير مواد ضروري و حذف پروتئين ها وماكرو مولكول هاي محيطي اين 
مش��كل را رفع مي كند بطوري كه در اين تحقيق از محيط غير پروتئيني 
 B.anthracis 8( براي جداس��ازي و تخليص اجزاي اگزوتوكسين( RM

استفاده شد. 
 Sequentialو همكارانش)4( با استفاده از روش Doris 1986 در سال
Immunosorbent chromatography و پادگ��ن هاي مونوكلونال 
موف��ق به تخليص و جداس��ازي PA، LF، EF گرديدند و وزن مولكولي 
 Quin آنه��ا را  87 ، 85 و 86  كيل��و دالتون گ��زارش نمودند. همچنين
 HPLC و همکارانش در س��ال 1988 )2( توسط متد ژل فيلتراسيون و
 DEAE- Cellolose باس��تون آنيونی و اس��تفاده از کروماتوگرافی ب��ا
تجرب��ه ای��ی داش��تند. در س��ال 1995 خال��دي موفق ب��ه تخليص جزء 
PA اگ��زو توكس��ين B.anthracis در بخ��ش تولي��د و تحقيق هوازي 
موسس��ه رازي گردي��د و وزن مولكول��ي PA  را KD 86  اع�الم نم��ود 

وي ب��راي جداس��ازي از روش كروماتوگرافي با ژل هيدروكس��ي آپاتيت  
اس��تفاده نمود که البته به صورت مکتوب در جايی گزارش نش��ده است، 
در س��ال Chul-soon Choi 1996 و همکاران��ش)3( توس��ط مت��د 
 FPLC1، کروماتوگراف��ی ب��ا س��تون Mono Q موف��ق به جداس��ازی 
پادگن های B.anthracis ش��ده اند که محصول عمل را روی الکتروفورز 
 PA 10 درص��د برده اند و موفق به بدس��ت آوردن بان��د 85 کيلو دالتنی
ش��دند.  در س��ال Frachaus1 1997 و همكاران��ش )5(  با بكار بردن 
س��تون كروماتوگراف��ي تبادلگر يوني و HPLC با ف��از معكوس موفق به 
جداس��ازي جزء PA ب��ا 95 درصد خلوص ش��دند. در اين تحقيق براي 
جداس��ازي وتخليص از دس��تگاه اولترافيلتر به همراه HPLC اس��تفاده 
  HPLC گرديد بطوري كه اجزاي اگزو توكسين به طور كامل در دستگاه
 م��ورد جداس��ازي و تفكي��ك قرارگرفت و ب��ه ترتي��ب  EF،LF،PA  با 
 Robert Mabry .85،87، 86 گزارش ش��دند KD وزن هاي مولكولي
و همکاران��ش )10( در س��ال 2005 از متد اولترا فيلتراس��يون با کاتاف 
10000 برای تخلي��ص پادگن نوترکيبی که تهيه نموده بودند اس��تفاده 
کردن��د. تحقيق حاضر با بررس��ی و مطالعه برروی نتايج حاصل از تحقيق 
دانش��مندان و بهره گي��ری بهينه از تلفيق دو روش اولترا فيلتراس��يون و 
متد HPLC به نتايج مطلوب تری رس��يد که البته قابل  تطبيق با نتايج 
س��اير دانشمندان در اين زمينه می باشد و همان طور که در شکل های 1 
و2 نش��ان داده شده است س��ه پادگن PA,LF وEF با روش HPLC از 
همديگر جدا شده و با SDS-PAGE وزن ملکولی دقيق همراه با خلوص 

را نشان دادند.

تخليص و جداسازي ...
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