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  چكيده
ايجاد  كلستريديوم بوتولينومسندرم بوتوليسم توسط نوروتوكسين باكتري  زمينه و هدف:

باشد. بهترين راه براي جلوگيري از  مي A-G از سروتيپ 7شود. اين نوروتوكسين داراي  مي
شده از ناحيه  وتركيب ساختههاي ن استفاده از واكسن ،BoNT/Bسندرم بوتوليسم ايجادشده توسط 

در اين پژوهش  .استسيستم ايمني) هاي كافي براي تحريك  توپ علت داشتن اپي اتصالي آن (به
مورد بررسي قرار  منظور كانديد واكسن به، B بوتولينوم تيپبيان زيرواحد اتصالي نوروتوكسين 

  گرفت.
با  NCBIاز سايت B ينوم تيپ ابتدا توالي ژن ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتول روش بررسي:

صورت صناعي  سازي كدون، ژن مورد نظر به گرفته شد. بعد از بهينه EF028399.1كد دسترسي 
داراي  كه (+)pET32aتهيه گرديد. سپس اين ژن در وكتور بياني  pUC18در داخل وكتور 

از  ؛سازي مسانهسازي شد. جهت تأييد صحت زيره باشد، زيرهمسانه سيلين مي ماركر انتخابي آمپي
PCR برش آنزيمي و تعيين توالي و براي بررسي بيان از سوش ،E. coli BL21(DE3)  استفاده

 مورد )تحت شرايط مختلف و روش وسترن بلات(الكتروفورز گرديد. صحت بيان پروتئين با 
  بررسي قرار گرفت.

تور و در نهايت، هاي برشي در وك ، برش آنزيمي را براساس سايتPCRهاي  واكنشها:  يافته
سازي شد.  همسانه، (+)pET32aطور مناسب در وكتور  تعيين توالي تأييد كرد كه ژن مورد نظر به

و متعاقب آن انجام وسترن بلاتينگ نشان داد پروتئين  SDS- PAGEبررسي بيان با استفاده از 
  شود. مورد نظر در سويه بياني مذكور بيان نمي

سازي  طور مناسب زيرهمسانه به، (+)pET32aظر در داخل وكتوراگرچه ژن مورد ن گيري: نتيجه
  اي از ژن مورد نظر ديده نشد.  مشاهده گرديد، با اين حال هيچ بيان قابل

  ؛ بررسي بيان؛ واكسن نوتركيب.كلستريديوم بوتولينوم :ها واژه كليد

  مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
  95 مرداد، پنجمدوره دهم، شماره 

  37الي  29صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article)  
 

  :نماييد استناد زير صورت به مقاله اين به لطفاً
Baradaran M, Ebrahimi F, Nazarian Sh, Hajizade A, Tarverdizadeh Y. 

Subcloning and assessment of the expression of synthetic botulinum neurotoxin 
type B binding domain (BD/B).  

Qom Univ Med Sci J 2016;10(5):29-37. [Full Text in Persian] 
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  و همكارانمجيد برادران                                                                  )B)BD/Bسازي و بررسي بيان ژن صناعي ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپزيرهمسانه

  مقدمه
اي  هوازي و ميله گرم مثبت بي باكتري ،كلستريديوم بوتولينوم

كند  شكل است كه در خاك يافت شده و نوروتوكسين ترشح مي
سروتيپ از اين نوروتوكسين (سم عصبي) شناخته  7). تاكنون 1(

 ,E  A, Bي ها و فقط تيپ ,G F, D, C1, B, A: شده كه عبارتند از
). هريك از 2كنند ( ايجاد بيماري مي در انسان Fو گاهي 

صورت يك پروتئين  يان ژن بهي بوتولينوم پس از بها نوروتوكسين
وسيله  آيند كه به درمي كيلودالتون 150اي با وزن  زنجيره تك

كيلودالتون) و زنجيره  HC) (100پروتئازها به دو زنجيره سنگين (
شوند. اين دو زنجيره با  كيلودالتون) تبديل مي LC) (50سبك (

سولفيدي به يكديگر متصل هستند. زنجيره سنگين،  يك پيوند دي
ي كولينرژيك محيطي و زنجيره سبك ها مسئول اتصال به نورون

ي مسئول ها يك اندوپپتيداز وابسته به روي بوده كه پروتئين
ي خاص ها طور اختصاصي در محل رهاسازي نوروترانسميتر را به

). هرچند موارد مسموميت از طريق زخم 3-5شكافد ( مي
م اطفال) نيز (بوتوليسم جراحت) و عفونت در نوزادان (بوتوليس

 20ولي بسيار كمياب هستند. بوتوليسم اطفال تنها  ،گزارش شده
كه دچار مسموميت با اين  سال است كه مطرح شده و در افرادي

شوند عوارض مختلفي مانند ضعف عضلاني  نوروتوكسين مي
هاي  هاي چشمي و ناي، سپس تمام ماهيچه عمومي كه ابتدا ماهيچه

دهد و در موارد شديدتر، فلج  مي اسكلتي را تحت تأثير قرار
هاي غيرارادي نظير تنفس رخ  عملكرد عضلاني همراه با تخريب
شود. اقدامات پيشگيرانه و درماني عليه  داده كه منجر به مرگ مي

ميلادي تاكنون مورد تحقيق و بررسي  1940اين بيماري از سال 
  ).6قرار گرفته است (

سه مرحله كليدي فرآيند  مهار فعاليت سم بوتوليسم در هريك از
ايجاد مسموميت منجر به مصونيت در برابر بوتوليسم خواهد شد. 
در حال حاضر براي ايجاد مصونيت اختصاصي افراد در معرض 

         هاي ظرفيتي بوتوليسم عليه سروتيپ  5خطر، از يك توكسوئيد 
A-E شود. توليد توكسين در چندين مرحله صورت  استفاده مي
كه شامل: كشت انبوه، جداسازي، تخليص و گيرد  مي

باشد. ساخت توكسوئيد براي هريك از  زدايي مي سميت
 1970و اوايل دهه  1960از اواخر دهه  بوتوليسم هاي سروتيپ

  ميلادي آغاز شده است. 
  

صورت انبوه  ظرفيتي به هاي تك ، واكسن1971اولين بار در سال 
كه  شدند. درحالي بندي و عرضه بسته 1978توليد و در سال 

آيد، انواع  مي بوتوليسم با منشأ غذايي، يك مسموميت به شمار
ديگر اين بيماري كه به بوتوليسم نوزادان و روده بزرگسالان 

برخلاف نوع  .شود محسوب مي عفونت يكنيز معروف است 
قبلي، عفونت ايجادشده درون بدن، منشأ توليد سم است. از 

شود،  سال ايجاد مي ر سن زير يكآنجاكه بوتوليسم نوزادان د
يافتگي كافي فلور طبيعي  علت عدم توسعه عقيده بر اين است كه به

 كلستريديوم بوتولينومدستگاه گوارش، رقابت كافي و لازم با 
وجود ندارد، لذا امكان كلونيزاسيون باكتري به شكل رويشي در 

شود.  روده بزرگ و در نتيجه توليد سم و ايجاد بيماري فراهم مي
اسپور مولد باكتري كافي  10- 100براي ايجاد اين بيماري حدود 

است. براي پيشگيري از اين بيماري از طريق واكسيناسيون، بهترين 
استراتژي، استفاده از واكسن نوتركيب برپايه ناحيه اتصالي 

هاي مناسب براي تحريك  توپ علت داشتن اپي نوروتوكسين به
در اين تحقيق تلاش گرديد با استفاده ). 7باشد ( سيستم ايمني مي

، ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ (+)pET 32aاز وكتور 
B .بيان شود  
  

  روش بررسي 
كلستريديوم بوتولينوم ژن مصنوعي ناحيه اتصالي نوروتوكسين 

        جهت تخليص  Ni-NTA agarose resinستون و  Bتيپ 
             كشور چين)، آنزيم پروتئين نوتركيب (شركت شاين جين،

Taq DNA Polymerase  شركت سيناژن، جمهوري اسلامي)
(شركت متابيون، آلمان) و  Pfu DNA Polymeraseايران)، آنزيم 

، آمريكا) تهيه Thermoscientificدهنده (شركت  ي برشها آنزيم
محصول نواژن (آلمان)،  E. coli BL21(DE3)گرديد. از باكتري 

-SDSدهنده  تشكيل . موادشدميزبان بياني استفاده سلول عنوان  به

PAGE  و وسترن بلات نيز از شركتMerck  (آلمان) و كياژن
شده از  تهيه IPTGبراي القا از  . همچنينگرديد) تهيه (آمريكا
عنوان ناقل  به pET32a(+)وكتور بياني  .شدسيگما استفاده شركت 

 LB Brothيها از محيط .گرديدژنتيك تهيه ژن از پژوهشگاه ملي 
)Luria-Bertani و (LB Agar تهيه) وكا اسپانيا ـشده از شركت فل

  ليتر و برميلي ميكروگرم 40- 80يها غلظـتان) با ـآلم Merckو 
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شده از شركت سيگما آمريكا)  سيلين (تهيه بيوتيك آمپي آنتي
  ،EDTA ،Tris Hcl از قبيل شيميايي مواد استفاده گرديد.

 Tris base، Sucrose كلروفرم، فنل، اسيد بوريك، استات ،
، NaClسديم، استات پتاسيم، استيك اسيد، اتيديوم برومايد، 

HCl ،SDSآميل الكل از شركت  ، ايزوپروپانول و ايزوMerck 
  (آلمان) و گلوتاتيون احيا از شركت سيگما (آلمان) تهيه شد. 

توالي صناعي  ه به، با توجBD/Bسازي ژن  منظور تأييد زيرهمسانه به
سنتز شده بود)،  (+)pET28aشده براي آن (كه درون پلاسميد  تهيه

، BD/Bيك جفت پرايمر طراحي شد. با توجه به توالي ژن 
همچنين الگوي برش آنزيمي آن، ترادف نوكلئوتيدي پرايمرهاي 
پيشرو و پيرو با رعايت اصول استاندارد در طراحي پرايمر تعيين 

  گرديد. 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

از لحاظ دماي  OLIGOافزار  هاي انتخابي با استفاده از نرم ترادف
، توليد لوپ يا حلقه در درون هريك G+C)، درصد Tmاتصال (
شده توسط  ، پرايمرهاي طراحي. درنهايتشدها ارزيابي  از پرايمر

مورد تأييد قرار  NCBIدر بانك اطلاعاتي  BLASTافزار  نرم
هاي در دسترس، اطمينان  مشابهت آن با ساير ژن گرفت تا از عدم

  ).2و  1ها شماره  حاصل گردد (شكل
منظور سنتز به شركت سيناژن سفارش داده شدند.  اين پرايمرها، به

  توالي پرايمرها به شرح زير بود:
  پرايمر پيشرو:

5’ AACCAAGCTTATATCATGCCGTTTGACCTTT’ 

  پرايمر پيرو:
5’ TCAGCTCGAGTTATTCGGTCCAACCTTCAT’ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  باشد. % شباهت مي100دهنده  پرايمر پيشرو با توالي ژني كه نشان Blast: 1 شماره شكل

  

   
  % شباهت است.100دهنده  پرايمر پيرو با توالي ژني كه نشان Blast: 2 شماره شكل
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  و همكارانمجيد برادران                                                                  )B)BD/Bسازي و بررسي بيان ژن صناعي ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپزيرهمسانه

چرخه تكثير  35پليمراز طي  Taqابتدا با آنزيم  BD/Bقطعه ژني 
پيكومول  MgCl2 ،20مولار  ميلي 4گرديد. اين واكنش در غلظت 

نانوگرم از پلاسميد  50و  dNTPمولار  ميلي 2/0از هر پرايمر، 
pET28a  درجه 61حاوي قطعه ژني صناعي، در دماي اتصال 

شامل: يك مرحله  PCRي ها چرخه .شدسازي  بهينهسانتيگراد 
دقيقه،  6درجه سانتيگراد به مدت  95واسرشتي ابتدايي در دماي 

درجه سانتيگراد  94چرخه شامل: مراحل واسرشتي در دماي  35
درجه  61ثانيه، اتصال پرايمر به رشته الگو در دماي  30به مدت 

 72ير قطعه مورد نظر در دماي ثانيه و تكث 30سانتيگراد به مدت 
ثانيه و در پايان، يك مرحله تكثير  60درجه سانتيگراد به مدت 

  دقيقه بود.  5درجه سانتيگراد به مدت  72نهايي در دماي 
  % الكتروفورز گرديد.1بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 

در  BD/Bسازي قطعه ژني  مراحل زيرهمسانه
  :  (+)pET32aپلاسميد

 NcoIاج وكتورها از ژل آگارز، تحت اثر دو آنزيم بعد از استخر
انتظار بر اين است كه پس از هضم آنزيمي توسط  XhoIو 

صورت  شده، به خطي يوكتورهاهاي ذكرشده، دو انتهاي  آنزيم
در دماي  ها ). مخلوط واكنش8) درآيند (Steaky endچسبنده (

مل هضم ساعت قرار داده شدند تا ع 3مدت  درجه سانتيگراد به 37
خورده بر روي ژل آگارز  محصولات برش آنزيمي صورت گيرد.

% با دماي ذوب پايين الكتروفورز گرديد. سپس آن نواحي از ژل 1
كه حاوي قطعات مورد نظر بود با استفاده از تيغ جراحي استريل 

كره  Bioneer(كيت  DNAو با استفاده از كيت تخليص  شد بريده
 3انجام فرآيند تخليص، مقدار  پس از .گرديدجنوبي) تخليص 

% الكتروفورز شد و از اين 1ميكروليتر از آن بر روي ژل آگارز 
شده، مورد ارزيابي قرار گرفت.  طريق كيفيت قطعه تخليص

ساعت با  16درجه سانتيگراد به مدت  4واكنش الحاق در دماي 
(محصول شركت فرمنتاز)  T4 DNA Ligaseاستفاده از آنزيم 

سپس پلاسميد نوتركيب با روش شوك حرارتي به  انجام گرفت،
انتقال داده شد. سويه ميزبان  BL21(DE3)سويه  E. coliميزبان 

بيوتيك  آگار حاوي آنتي LBشب بر روي  نوتركيب به مدت يك
          ليتر) كشت داده شد و ميكروگرم برميلي 80سيلين (غلظت  آمپي

سازي،  رهمسانهمنظور تأييد صحت زي كلني رشد يافت. به 5
  مايع، كشت داده شدند و  LBي رشديافته در محيط كشت ها كلني

  

، واكنش PCRي ها بعد از تخليص پلاسميدهاي نوتركيب، واكنش
و مقايسه باند خطي پلاسميد نوتركيب  XhoIبرش آنزيمي با  تك

و پلاسميد فاقد ژن بر روي ژل آگارز، واكنش برش دوگانه 
و مشاهده تك باند ژني  NcoI، XhoIي ها آنزيمي با آنزيم

منظور  جداشده از پلاسميد بر روي ژل آگارز و درنهايت، به
شده و اطمينان از عدم بروز  سازي بررسي توالي ژن زيرهمسانه

هرگونه خطا، جهش و يا نوآرايي ناخواسته، پلاسميد نوتركيب 
شده توسط شركت سيناژن با استفاده از پرايمرهاي عمومي  تخليص
  .شدلاسميد، تعيين توالي اين پ

ي ها ، ابتدا سويهpET32a(+)-BD/Bبراي بررسي بيان سازه ژني 
در محيط كشت  pET32a(+)-BD/Bنوتركيب واجد پلاسميد 

LB ليتر)  ميكروگرم برميلي 80سيلين (غلظت  مايع حاوي آمپي
كشت گرديد و اجازه داده شده تا جذب نوري آن در طول موج 

 - دي  -(ايزوپروپيل بتا IPTGرسد. سپس ماده ب 5/0نانومتر به  600
مولار به  ميلي عنوان القاكننده با غلظت يك تيوگالاكتوپيرانوزيد) به

ساعت  4به مدت  ها محيط كشت اضافه و اجازه داده شد تا سلول
دور در دقيقه  120درجه سانتيگراد با  37ديگر در دماي 

انتريفوژ (سرعت با س ها گرماگذاري شوند. بعد از جداسازي سلول
 100دقيقه)، رسوب آن در  10دور در دقيقه به مدت زمان  5000

 5% حل شد و از طريق سونيكاسيون (10ميكروليتر ايميدازول 
شد.  ثانيه در يخ) شكسته 15 و ثانيه 15زمان  ،%75با قدرت سيكل 

دور در دقيقه  14000درجه سانتيگراد با سرعت  4سپس در دماي 
ع رويي جدا گرديد. رسوب حاصل (بعد از افزودن سانتريفوژ و ماي

مولار به آن)، به مدت  8ميكروليتر بافر ليزكننده حاوي اوره  100
درجه سانتيگراد گرماگذاري شد و بعد از  37دقيقه در دماي  30

سازي و  سانتريفوژ مايع رويي آن جدا گرديد. سپس جهت بهينه
 1ي ها (غلظت IPTGمشاهده بيان، سه پارامتر اصلي شامل: غلظت 

و  16، 8، 4ي مختلف بعد از القا: هامولار)، زمان (زمان ميلي 5/0و 
درجه سانتيگراد) مورد  37و  30، 25ساعت) و دماي بيان ( 24

لوله  9كه باكتري نوتركيب در  بررسي قرار گرفت؛ بدين ترتيب
به (سيلين  و آمپي LBليتر محيط كشت مايع  ميلي 10مجزا حاوي 

كشت داده شد تا جذب نوري  )ليتر ميكروگرم در ميلي 80غلظت 
  برسد.  5/0به  هاآن
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 IPTG 1يك لوله براي غلظت شامل: (سه لوله براي هر دما، 
مولار و يك  ميلي IPTG 5/0مولار، يك لوله براي غلظت  ميلي

  . در نظر گرفته شد ،)لوله براي كنترل منفي در هر دما
انجام گرفت و  IPTG، القا با 5/0پس از رسيدن جذب نوري به 

دور در دقيقه گرماگذاري شد.  120با سرعت گردش  سپس لوله
 5/1ساعت، مقدار  24و  16، 8، 4ي هادر سر رسيد هركدام از زمان

ي مجزا جداسازي گرديد، ها ليتر از هر لوله، در ميكروتيوب ميلي
گيري  ساعت، نمونه 24ي كنترل منفي تنها در پايان ها البته از لوله

(با سرعت  وسيله سانتريفوژ به ها انجام گرفت. جداسازي سلول
دقيقه) انجام شد. بعد از جداسازي  10دور در دقيقه به مدت  5000
مولار افزوده شد و  8بافر ليزكننده حاوي اوره  هابه همه آن ها سلول

سپس تحت سونيكاسيون (مشابه قبل) قرار گرفت و بعد از 
دور در  14000درجه سانتيگراد با سرعت  4سانتريفوژ (در دماي 

  دقيقه)، مايع رويي جدا گرديد.  15دقيقه و زمان 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ميكروليتر از بافر نمونه مخلوط  5ميكروليتر از آن با  20در ادامه، 
شده  ي آمادهها دقيقه در آّب جوش قرار داده شد. نمونه 5گرديد و 

 SDS-PAGE% 12سيناژن) بر روي ژل همراه با ماركر پروتئيني (
منظور تأييد وجود احتمالي پروتئين  الكتروفورز شدند و به

بادي عليه  نوتركيب از واكنش ايمونوبلاتينگ با استفاده از آنتي
منظور  استفاده شد. درنهايت، به Bنوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

في اطمينان بيشتر و تخليص بيان پروتئين، از رزين كروماتوگرا
  نيكل استفاده گرديد.

  

  ها يافته
، با استفاده از پرايمرهاي BD/Bپس از تكثير قطعه ژني 

الكتروفورز  ،%1بر روي ژل آگارز  PCRشده، محصول  طراحي
جفت بازي  1386انتظار يك قطعه  مطابق ،3در شكل شماره . شد

  شود.  بر روي ژل مشاهده مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  .باشد مي  DNA Ladder،3و چاهك  PCRمحصولات  2و ، 1هاي  : چاهك3شكل شماره 

1380 bp 
1500 bp 

1200 bp 

١ ٢ ٣

گانه، برش دوXhoIبرش آنزيمي با آنزيم نتايج واكنش تك
بر روي  PCRو واكنش  NcoI ،XhoIي ها آنزيمي با آنزيم
 ت ـدايي بر صحـ، تأييد ابتpET32a(+)-BD/Bيب ـپلاسميد نوترك

). درنهايت، تعيين 4(شكل شماره سازي بود فرآيند زيرهمسانه
شده نيز نشان داد اين توالي فاقد كدون  سازي توالي ژن زيرهمسانه

 باشد. خاتمه نابجا، جهش و نوآرايي ناخواسته مي
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  و همكارانمجيد برادران                                                                  )B)BD/Bسازي و بررسي بيان ژن صناعي ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپزيرهمسانه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  سازي.  منظور تأييد زيرهمسانه : فرآيند هضم دوگانه آنزيمي به4شكل شماره 

   1386كه منجر به جداشدن قطعه ژني با طول  XhoIو  NcoI) برش دوگانه آنزيمي با 3شده؛  نوتركيب استخراج pET32a(+)) پلاسميد 2) نشانگر مولكولي؛ 1
   XhoIو  NcoIنزيمي با ) برش دوگانه آ5شده و  نوتركيب استخراج pET32a(+)) پلاسميد 4جفت باز شده است.  5000از پلاسميد خطي شده با طول حدود 

  جفت باز شده است. 5000شده با طول حدود  از پلاسميد خطي 1386كه منجر به جدا شدن قطعه ژني با طول 

1380 bp 

٢ ١ ۴ ۵ 

1200 bp 

1500 bp 

6000 bp 

5000 bp 

هايو هضم دوگانه آنزيمي آنها با آنزيم PCRكه نتايج نيكل
تخليص پلاسميد، به  انتخاب و پس ازمحدودالاثر مثبت شده بود، 

كه طول  شركت سيناژن براي تعيين توالي ارسال شد. از آنجايي
و دستگاه تعيين  است جفت باز 1386 ،شده سازي همسانهزيرقطعه 
انش از هر طرف، قادر به قرائت در هر بار خو نيز كننده توالي
با  رو ، از اينباشد مي وتيدئنوكل 1200اي به طول حدوداً  قطعه

شد كل ژن تعيين توالي  ،كردن نتايج رديف طرفه و همدوخوانش 
 .گرديدپرايمر استفاده هر دو منظور ازبدينو

ژن  نشان داد Pairwise Allignmentپس از تعيين توالي، نتايج
مطابقت داراي شده اوليه  طراحي شده با توالي ژن سازي همسانه

شده با توالي  سازي همسانهزيرن رديف كردن توالي ژ است. هم
انجام  طور صحيح به سازي همسانهزيرفرآيند  نشان داد اولاً اوليه
و ها اتفاق نيفتاده  موتاسيون ناخواسته در طي اين فرآيند نياًأو ث شده

نتيجه  5شكل شماره  در قالب بازخواندن آن نيز تغيير نكرده است.
Pair Wise Allignment توالي اصلي ژن با كد  توالي مورد نظر با

  نشان داده شده است. Query_69569دسترسي 

  
Query 601 GAAGTTATCGCTAACGGTGAAATCATCTTCAAACTGGACGGTGACATCGACCGTACCCAG 660 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 601 GAAGTTATCGCTAACGGTGAAATCATCTTCAAACTGGACGGTGACATCGACCGTACCCAG 660 
 

Query 661 TTCATCTGGATGAAATACTTCTCTATCTTCAATACGGAACTGTCTCAGTCTAACATCGAA 720 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 661 TTCATCTGGATGAAATACTTCTCTATCTTCAATACGGAACTGTCTCAGTCTAACATCGAA 720 
 

Query 721 GAACGTTACAAAATCCAGTCTTACTCTGAATACCTGAAAGACTTCTGGGGTAACCCGCTG 780 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 721 GAACGTTACAAAATCCAGTCTTACTCTGAATACCTGAAAGACTTCTGGGGTAACCCGCTG 780 
 

Query 781 ATGTACAACAAAGAATACTACATGTTCAACGCTGGTAACAAAAACTCTTACATCAAACTG 840 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 781 ATGTACAACAAAGAATACTACATGTTCAACGCTGGTAACAAAAACTCTTACATCAAACTG 840 

  شده. حيشده و توالي ابتدايي طرا سازي توالي زيرهمسانه Pair Wise Allignmentسازي با فرآيند  : تأييد صحت زيرهمسانه5شكل شماره 
  علت بزرگي ژن، تنها قسمتي از آن در اينجا آمده است).استفاده شده است (بهNCBIبراي انجام اين فرآيند از سايت
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پس از القا در  ها سازي بيان نمونه در بيان ابتدايي و سپس بهينه
ي به كارگرفته شده در مقايسه با نمونه كنترل، با اينكه باند ها سويه

  اهده ـوني مشـودالتـكيل 75دود ـدوده حـمشكوك پروتئيني در مح
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

گرديد، ولي پس از وسترن بلاتينگ و درنهايت، استفاده از ستون 
رزين نيكل؛ پروتئين نوتركيب مورد نظر باز هم باوجود اتصال به 

  ).6، بيان نشد (شكل شماره trxپروتئين 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  درجه سانتيگراد.  37ساعت و دماي  8و  4مولار، زمان القا  غلظت يك ميلي IPTG: بررسي اوليه بيان پروتئين فيوژشده با استفاده از 6شكل شماره 

ساعت كه در محدوده  4از  ) محلول رويي محيط كشت تست بعد3ساعت؛ ( 4) در زمان IPTG(بدون القا با ) محلول رويي محيط كشت كنترل منفي 2) پروتئين ماركر؛ 1
) محلول رويي محيط 5ساعت و  24) محلول رويي محيط كشت كنترل منفي بعد از 4شود و احتمال دارد باند بيان پروتئين باشد؛  كيلو دالتون يك باند مشاهده مي 75

  شود. ديده مي كشت تست كه همان باند

  بحث
 بادي بر بيشتر مطالعات در زمينه توليد واكسن نوتركيب و آنتي

تا بتوان  متمركز شده است نوروتوكسين دهنده الروي بخش اتص
بادي برعليه اين بخش، مانع از اتصال اوليه توكسين به  با توليد آنتي

گيرنده شده و بدين طريق از ورود سم به داخل سلول جلوگيري 
كه عبدالرضا عاقلي منصور و همكاران در رابطه  تحقيقي در .كرد

 Eوروتوكسين بوتولينوم تيپ دهنده ن از ناحيه اتصال Cبا انتهاي 
از  LD50×103شده توانستند دوز  هاي ايمن انجام دادند، موش

اي ديگر،  در مطالعه ).9را تحمل كنند ( Eتوكسين بوتولينوم تيپ 
Kubota بادي منوكلونالي توليد كردند كه از  و همكاران آنتي

بادي به  كرد. اين آنتي ممانعت مي به سلول هدف BoNT/Eاتصال 
و  Trollet). 10شد ( حيه اتصالي نوروتوكسين متصل مينا

همكاران نيز در تحقيقي با استفاده از روش انتقال الكتريكي 
)Electrotransfer،( كننده عليه نوروتوكسين  بادي خنثي آنتي

همچنين در  ).11كردند ( توليد ,E B, Aهاي  بوتولينوم تيپ
ناحيه  ام شد،و همكاران انج Easwaran  كه توسط اي مطالعه
  استنشاقيصورتبه,E B,Aهاي  نوروتوكسين تيپاتصالي

از  LD50 ×104شده توانستند دوز  هاي ايمن تجويز گرديد، موش
). در تحقيقي 12الذكر را تحمل كنند ( هاي فوق نوروتوكسين

و همكاران از ناحيه اتصالي  Michaelديگر كه در آن 
هاي  استفاده كردند، موش Eو  Aهاي  نوروتوكسين بوتولينوم تيپ

)؛ 13را تحمل كنند ( LD50×105شده توانستند دوز  ايمن
شد،  كه محصول اين پژوهش به بيان پروتئين ختم مي درصورتي

زايي پروتئين حاصل شده  پيشنهاد مؤكد در بررسي ميزان ايمني
بود. باوجود تمامي اين گزارشها، تلاش ابتدايي جهت 

در وكتور  Bسازي و بيان ژن ناحيه اتصالي تيپ  همسانه
pET28a(+)جه نشد، لذا در اين تحقيق از ، منتج به نتي
pET32a(+) .طوركه در نتايج اشاره شد  اما همان استفاده گرديد

سازي، نتيجه مشخصي  باوجود كنترل و تأييد تمام مراحل همسانه
در مرحله بيان مشاهده نشد و آناليزهاي لازم بيوانفورماتيكي، 

بيان انجام گرفت كه از جمله  منظور بررسي احتمالات عدم به
توالي قبل و بعد از تعيين  BLASTفيوژن پروتئين و  ORFبررسي 

اتفاق  )Frame Shiftجايي فريم ( توالي نشان داد نه تنها جابه
 اي نيز رخ نداده است.  گونه جهش ناخواسته نيفتاده؛ بلكه هيچ
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نيز نشان داد نقطه شروع ترجمه،  mRNAبررسي ساختار دوم 
كه مانع اتصال كامل ريبوزوم شود، قرار  محكمي درون ساختار

بسيار مناسبي است. در مطالعه حاضر  dGعلاوه، داراي  ندارد. به
بوده، نيمه عمري  6/8آن  pIبررسي خصوصيات پروتئين نشان داد 

ن ساعت داشته و از لحاظ ساختاري در شرايط درو 10بيش از 
 با اين همه پروتئينولي  ،باشدبايست پايدار  سلولي، قاعدتاً مي

ترين دليل احتمالي عدم بيان  موردنظر بيان نشد. درنهايت، مهم
د از ـه بعـاصلـن بلافـروتئيـدن پـه شـتـسـه و شكـزيـتواند تج مي
  د ـاشـان بـبي

  
  .(هرچند در آناليز بيوانفروماتيكي، پايداربودن آن احراز گرديد)

  
  گيري نتيجه

رغم اينكه گزارشهايي در مورد بيان ژن  طبق نتايج اين مطالعه، علي
وجود دارد، ولي  Bكلستريديوم بوتولينوم تيپ ناحيه اتصالي 

، نتيجه (+)pET32aشده در مورد بيان اين ژن در  هاي انجام تلاش
  توجهي را دربرنداشت. قابل
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Abstract 
 
Background and Objectives: Botulism syndrome is caused by 
Clostridium botulinum neurotoxin. This neurotoxin has 7 serotypes, 
from A to G. The best way to prevent botulism syndrome caused by 
BoNT/B is immunization with recombinant binding domains of 
BoNT/B (due to containing sufficient epitopes to stimulate the immune 
system). In this study, the expression of the BoNT/B binding domain as 
a candidate vaccine, was investigated.  
 
Methods: At first, the sequence of the BoNT/B binding domain gene 
was obtained from NCBI website with accession number of 
EF028399.1. After codon optimization, the gene was synthesized in 
pUC18 vector. Then, the gene was subcloned in pET32a(+) expression 
vector that carries an ampicillin selection marker. PCR, enzymatic 
digestion, and sequencing were used to confirm subcloning accuracy, 
and E. coli BL21(DE3) was used for the expression analysis. The 
accuracy of protein expression was evaluated by electrophoresis and 
western blotting. 
 
Results: PCR reaction, enzymatic digestion, and sequencing confirmed 
that the gene of interest has been subcloned appropriately in the vector. 
The expression analysis by SDS-PAGE and subsequently western 
blotting, showed that the protein of interest is not expressed in the 
mentioned expression strain. 
 
Conclusion: Although the gene was successfully subcloned in 
pET32a(+) vector, no significant expression of the gene was observed.  
 
Keywords: Clostridium botulinum; Gene expression; Vaccines, 
Synthetic. 
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