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  دهيچک
 .ودش  ايجاد ميكلستريديوم بوتولينوميكي از هفت نوع توكسين اي است كه توسط نورو  بوتوليسم بيماري كشنده: و هدفنهيزم

ستم يک سي در تحرييت بالاي، از قابل)A)BoNT/A-Hcپ ي تنوميوم بوتوليديکلستربخش كربوكسيل زنجيره سنگين نوروتوكسين 
ص يان و تخليبهدف از اين پژوهش . رود سم به كار مييه بوتوليب علي برخوردار است که امروزه براي توليد واكسن نوترکيمنيا

  .باشد يب مي نوترکياکليشياشر ي باکتردر نينوروتوکسن بخش از ي افرم محلول
در .  داده شدانتقالب ي نوترکياکليشياشر به باكتري BoNT/A-Hcحاوي ژن pET28a  در اين تحقيق وكتور :يبررسروش 

 .انتخاب شدد ي پلاسميدارين و پايان پروتئي، بيزان رشد باکترياساس سه شاخصه مهم م  بربينوترکه يسو از يکلنن ي بهترادامه،
 و پروتئين مورد نظر با ستون كروماتوگرافي رزيني تخليص ،بررسي اصلاح شده M9و  LB  کشت بيان محصول در محيطسپس

   .گرديد
 به ازاي يك ليترBoNT/A-Hc  ن محلوليپروتئگرم   ميلي۵۲فلاسک، اس ي در مقيباکتر  کشت شده در شرايط بهينه:ها افتهي

 .محيط كشت حاصل شد

 مهم رشد يها ه مناسب براساس شاخصهي کرد که انتخاب سويريگ جهيتوان نت يق مين تحقي ايها افتهياس  براس:يريگ جهينت
  .ثر استؤب مين نوترکيد پروتئي توليش بازدهيد در افزاي پلاسميداريب و پاين نوترکيان پروتئي، بيباکتر
 سميبوتولنوم، يوم بوتوليدي، کلستراشريشياکلي ن،يان پروتئيب: ها واژه ديکل

  ٢٨/٢/٩٠ :      پذيرش مقاله٢١/٢/٩٠ :      اصلاحيه نهايي٢٦/١١/٨٩ :وصول مقاله
  

 مقدمه
، يك نوروتوكسين ١كلستريديوم بوتولينومباكتري 

كند كه قادر است با راه يافتن توكسين از  قوي توليد مي
طريق سطوح مخاطي نظير روده، بافت ريه و يا محل 

 ممانعت از آزاد زخم به گردش خون وارد شده و با
 سبب ايجاد فلج ،هاي عصبي شدن استيل كولين در پايانه

                                                
1. Clostridium botulinum 

عضلاني پيش رونده شود كه در موارد حاد، غالباً با 
انسان در اثر مصرف آب و مواد . )١ (مرگ همراه است

 .گردد غذايي آلوده به سم، به بيماري بوتوليسم مبتلا مي
ذايي،  مسموميت غيها شکلاين بيماري بطور طبيعي به 

. نمايد اي تظاهر مي بوتوليسم زخم و بوتوليسم روده
احتمال انتقال فرم استنشاقي بيماري، متعاقب كاربردهاي 

بر اساس ويژگيهاي . بيوتروريستي نيز وجود دارد
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ژنيك هفت نوع مختلف از باكتري شناسايي شده  آنتي
 A ،B  يها نوع. اند گذاري شده  نامG تا Aكه با حروف 

 D وCهاي  نوع  در انسان بيماريزا بوده و عمدتاEًو 
  .)۲ (باشند ل بيماري در حيوان ميؤو مسغالباً

سابقه تلاش براي توليد واكسن در برابر اين 
گردد اما در حال حاضر تنها   باز مي١٩٤٠بيماري به دهه 

واكسن موجود و متداول در برخي كشورهاي پيشرفته، 
 Aهاي ه نوعيك واكسن توكسوئيدي پنج گانه بر علي

هاي توكسوئيدي،  در روش تهيه واكسن. باشد  مي Eتا
با غير فعال نمودن مايع فوقاني محصول كشت باكتري 

. شود بوسيله فرمالدئيد، توكسين به توكسوئيد تبديل مي
مشكلات موجود در تهيه اين واكسن نظير هزينه بالاي 

كه در (توليد، لزوم استفاده از چندين سروتيپ مختلف 
، )اري از آنها ميزان توليد سم بسيار ناچيز استبسي

هاي خطرناك فعال و در  خطرات ناشي از كار با سويه
هاي ناخواسته به بدن در زمان  نهايت ورود پروتئين

ها با  سازي، موجب گرديده تا نسل جديد واكسن ايمن
 ژنتيك مولكولي مورد ها و روشهاي استفاده از تكنيك

  .توجه قرار گيرد
 علمي محققين از نقاط يه به گزارشهاتوج با

حال حاضر عمده تلاشهاي  مختلف جهان، در
دانشمنداني كه در زمينه بوتوليسم مشغول هستند تهيه 

 باشد بر عليه سم مي ١هاي نوتركيب چند ظرفيتي واكسن
هاي تك ظرفيتي نوتركيب به بازار  هر چند واكسن. )۳(

. دنباش  نميعرضه شده ولي از كارايي بالايي برخوردار
 ،در اين راستا بخش اتصال دهنده سم به عنوان كانديد

 اكثر .نظر بيشتر محققين را به خود جلب كرده است
شود  مقالاتي كه طي سالهاي اخير چاپ شده و مي

، Aهاي  مربوط به كلون و بيان بخش اتصال دهنده نوع
                                                

1. Polyvalent 

Bو  Eزايي آن را در مراحل بعدي  باشد تا ايمني  مي
ه قرار دهند و در اين راستا پيشرفتهاي قابل مورد مطالع

ر نشان ي مطالعات اخ.)۴-۶ (اند توجهي نيز كسب نموده
 واقع در انتهاي يلو دالتوني ک٥٠ن يداده است پروتئ

وم يدين کلستريكربوكسيل زنجيره سنگين نوروتوکس
 ي سلولهاي به غشاتوكسيننوم كه وظيفه اتصال يبوتول
 ابليت بالايي در تحريك را بر عهده دارد از قيعصب

قات در يبيشتر تحق. باشد سيستم ايمني برخوردار مي
ن يسم روي ايه بوتوليزمينه توليد واكسن نوتركيب عل

 تا بتوان با توليد ن متمركز شده استيبخش از توکس
بادي بر عليه آن مانع از اتصال اوليه توكسين به  آنتي

رود سم  سطح سلولي شده و بدين طريق از ويها گيرنده
 همين دليل به .)۷و ۸ (به داخل سلول جلوگيري كرد

هاي مختلف   ژن اين قطعه از توكسين در سيستمانيب
 .)۹-۱۱ (باشد يوكاريوتي مورد توجه ميپروكاريوتي و 

بخش ص يان و تخلين پژوهش به منظور بين اساس ايبرا
وم يدي کلسترنين نوروتوکسيره سنگيک زنجيليکربوکس

د يد تولي به عنوان کانداشريشياکلي يکتر در بانوميبوتول
 .انجام گرفتسم يبرضد بوتولب يواکسن نوترک

  
  يروش بررس

  ميكروارگانيسم و شرايط رشد
 E. Coli BL21 سويهاز ين مطالعه تجربيدر ا

(DE3) پلاسميد وبه عنوان ميزبان  PET28a  به عنوان
 در .حامل ژن كدكننده مورد استفاده قرار گرفت

ک يوتيب يد ژن مقاومت به آنتي پلاسمنيساختار ا
ن يهمچن.  وجود داردين به عنوان نشانگر انتخابيسيکانام

 يمي و ژن تنظlac، اپراتور  T7 پروموتريد حاويپلاسم
lacIآن توسطي که القا، است IPTG رديپذ ي انجام م .

 از .ه شده بوديناژن تهيد از شرکت سين پلاسميا
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 ...تخليص پروتئين بيان و        ٣٨

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

غلظت  القا كننده، وبه عنوان  IPTGهاي مختلف  غلظت
هاي   ميكروگرم در ليتر كانامايسين، آنتي بادي۳۰نهايي 

نژوگه ک و آنتي بادي ثانويهن يديستيهاوليه ضد 
  . براي تست وسترن بلات استفاده شديخرگوش

  ب ين نوترکين پروتئو بيا ياکليشي اشريرشد باکتر
در ابتدا به منظور بررسي رشد و بيان بخش 

ن نوروتوكسين كلستريديوم ينگره سيكربوكسيل زنج
حاوي ژن pET28a ، پلاسميد Aبوتولينوم نوع 

  انتقالE. Coli (BL21)ن قسمت در ميزبانيكدكننده ا
 مورد ۱۰هاي رشد كرده  نيسپس از بين كل. داده شد

انتخاب و از نظر ميزان رشد و بيان پروتئين مقايسه 
 با کرداري از انکوباتور شي رشد باکتريبرا. شدند

 LB قه و از محيط كشت ي دور در دق۲۰۰رخش چ
 دماي در) ۲جدول (  اصلاح شده M9 و)۱جدول (

 به ODپس از رسيدن .  درجه استفاده شد۳۷كشت 
 القا  IPTG مولاريلي م۷/۰، كشت ها با غلظت ۲/۱

سپس با .  ساعت كشت متوقف شد۱۵شدند و پس از 
ا ه  سلولها جدا شده و نمونه،استفاده از سانتريفيوژ

   . شدندي آماده ساز SDS-PAGEيبرا
  )pET 28a(بررسي پايداري پلاسميد

 کايد از روش رپلي پلاسميداري پاي بررسيبرا
(Replica) تر از يکرولي م۱۰۰ن روش يدر ا. استفاده شد

 ۵۰ ي حاويتريل يلي م۲۵۰ يها  ح به فلاسکيه تلقيما
ک افزوده شد يوتيب يفاقد آنت LB ط کشتيمح تريل يليم

 گرديد يانکوباتور گرماگذار  ساعت در۲۴ه مدت و ب
 ).قهي دور در دق۱۵۰گراد و  ي درجه سانت۳۷ يدما(

تر به يکرولي م۱۰۰زان يمجدداً از کشت حاصله به م
ز به يد نيح و کشت جديک تلقيوتيب ي فاقد آنتLBط يمح

.  شديط قبل گرماگذاري ساعت با همان شرا۲۴مدت 
د کشت يجدداً تجد آن، مي ساعت گرماده۲۴بعد از 

 ۲۴د کشت ي تجدي روز متوال۶ات تا ين عملي و اگرديد
 ساعته، ۲۴پس از هر کشت .  انجام شدي در پي پ،ساعته
 کيولوژيزيق شده با سرم فيون بار رقيليک مي يها نمونه

ه يته) ري گرم نمک طعام در آب مقطر دو بار تقط۵/۸(
ط يراق شده در شي رقيها تر از نمونهيکرولي م۱۰۰. شد

 آگار LBط ي محي حاويها  بشقابکيکاملاً سترون رو
 درجه ۳۷ يدر دما ک پخش ويوتي بيفاقد آنت

 .گرديد ير ساعت گرماگذا۲۴گراد به مدت  يسانت
روي محيط حاوي  هاي رشد كرده بر نسبت كل كلني

هاي رشد كرده بر روي   به تعداد كل كلني،كانامايسين
. ري پلاسميد استمحيط فاقد كانامايسين درصد پايدا

 درصد قابل قبول ۹۰ روز پايداري بالاتر از ۶در طي اين 
  .است

  هي سوي ونگهداري بانک سلولهيته
ن يبهتر يياي باکتر (Stock)رهيه ذخيبه منظور ته

کشت داده شد و  يري انتخاب شده به صورت حصيکلن
سپس . دي گردي ساعت گرماگذار۲۴به مدت 

 و در يآور مد جمعط کشت جاي محيها از رو يباکتر
%) ۱( و پپتون%) ۳۰( سرولي گليط حاويمح

 ۱۰۰ تا۵۰ر يسپس در مقاد. ون شديسوسپانس
م ي سترون تقسيتريل يلي م۵/۱ يها  به لولهيتريکروليم

زبان و ي مشخصات حامل، سلول مدرجپس از . شدند
 شده و يگراد نگهدار ي درجه سانت-۷۰ ي در دما،خيتار
  .از آنها استفاده شد يکيند از يآ هر فريبرا

  بيرن بلات و تأييد پروتئين نوترکوست
به منظورتأييد صحت ژن ابراز شده از روش 

-SDSپروتئين هدف با انجام . وسترن بلات استفاده شد

PAGE و انتقال ژل آن به روي كاغذ نيتروسلولز، در 
و ) ضد پروتئين هدف( مجاورت با آنتي بادي اوليه

  .گرفتثانويه مورد بررسي قرار 
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  تخليص پروتئين
، خالص سازي پروتئين هدف ور بيان وظبه من

 ۲۵۰ يه شده به فلاسکهايح تازه تهيه تلقي از مايمقدار
ط يا محي و LBط يتر محيل يلي م۵۰ ي حاويتريل يليم

M9 ک به يوتيب ي آنتيسترون و حاونه شده يو به اصلاح
ط کشت يتر محيل يلي هر ميکروگرم به ازاي م۳۰غلظت 

 . شد۱/۰ه آن ي اوليته نوري که دانسي بطور،وده شدهافز
pH۷ نرمال در حدود ۲ها با سود  ط کشتيه محي اول 
 از الکترود سترون و pHم ي تنظيبرا. م شدنديتنظ

ها در   کشت،حيبعد از تلق.  متر استفاده شدpHدستگاه 
 دور در ۱۵۰گراد و با  ي درجه سانت٣٧ يانکوباتور با دما

کشت  ٦٠٠ODپس از رسيدن .  شدنديقه گرماگذاريدق
در  مولار يلي م٧/٠ با غلظت نهايي IPTG ، ٢/١به 

 ساعت كشت ۱۵پس از .  اضافه شدسترونشرايط 
 ۶۰۰ آن در طول موج يته نوريافته و دانسيخاتمه 

سپس با استفاده از . گرديد يريگ نانومتر اندازه
 ييع روي از ماسلولهاقه ي در دق۵۰۰۰وژ در دور يفيسانتر

 زکنندهيبه رسوب سلولها محلول ل. جدا سازي شدند
)50 mM sodium phosphate,300 mM NaCl and 

5 mM imidazole, pH 7.6.(  برابر وزن ۵به مقدار 
 بار و هر ۴ حاصل يون سلوليسلول اضافه شد و سوسپان

کاتور يسون% ۸۰ه با توان ي ثان۳۰بار به مدت زمان 
قه در آب ي دق۱ به مدت هي ثان۳۰بعد از هر . شکسته شد

مجدداً با دور ون، يکاسيبعد از سون .خ نگه داشته شدي
مايع و به مدت نيم ساعت سانتريفيوژ شد   و۱۴۰۰۰

 مايع رويي به روي ستون .رويي از رسوب جدا گرديد
پس از  منتقل شد و) NI-NTA(كروماتوگرافي رزيني

 -50mM Na)دو مرحله شستن با بافر شستشو دهنده 

phosphate  300mM Nacl , Immidazol 5mM) با 
 500mM) جداکننده ليتر بافر  ميلي۳استفاده از حدود 

Na-phosphate ,300mM Nacl , 150mM 
Immidazol)يخروج.  پروتئين مورد نظر جدا گرديد 

 يآور  مختلف جمعيالهايستون بطور جداگانه در و
-SDS  با استفاده ازها   نمونه،پس از آماده سازي. شد

PAGEوجود اجسام يز براي رسوب نالبته .ندآناليز شد 
ن يبر ا.  قرار گرفتي مورد بررس١ نامحلولينيپروتئ

 مولار ۸از اوره ها  ني حل کردن پروتئيبرا اساس
بر  و يبا ستون کروماتوگراف و در مرحله بعد استفاده
  .ص شديتخلب ينوترکن يپروتئ، pHب يشاساس 

  بين نوترکين غلظت پروتئييتع
 يکين روش از دو پارامتر استفاده شد که يدر ا

ن محلول موجود در نمونه و يزان غلظت کل پروتئيم
ن يزان پروتئيم. ن مورد نظر بودي درصد باند پروتئيگريد

 برادفورد ين سنجي توسط روش پروتئ،محلول کل
ب از ين نوترکين درصد باند پروتئيي تعيبرا .بدست آمد
کتروفورز توسط دستگاه  الي ژلهايتومتريروش دانس

Pharmaciaير منحنين روش سطح زيدر ا.  استفاده شد 
 کل ير منحنيباند مورد نظر نسبت به سطوح ز

از .  محلول موجود در نمونه بدست آمديها نيپروتئ
زان يدرصد باند مورد نظر م ن ويضرب غلظت کل پروتئ

 يب هدف محلول در فضاين نوترکيگرم پروتئ يليم
  .حاسبه شد ميتوپلاسميس
 
  ها افتهي

از   انتخاب شدهي کلن۱۰ج حاصله نشان داد که ينتا
 که ي ندارند بطوريرينظر رشد باهم تفاوت چشمگ

، وارد يري ساعت فاز تأخ۴ يبعد از طسم يکروارگانيم
 ساعت به حداکثر رشد ۸ شده و پس از يتميفاز لگار
ن ي همچن.شود يده و سپس وارد فاز سکون ميخود رس

که هر  مشخص کرد ي وزن خشک سلوليريگ ندارها
                                                

1. Inclusion Body  
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  ...بيان و تخليص پروتئين         ٤٠

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

 گرم در ۵/۰ يبي معادل تقر١يته نوريواحد دانس
 يعني ميکروارگانيسم در ، است٢خشک سلوليتر وزن يل

 گرم در ليتر وزن ۸/۱حداکثر رشد خود به حدود 
 .)۱ نمودار (رسد خشک سلولي مي

، نشان داد که باند SDS-PAGEدانسيتومتري ژل 
) ۲شکل ( ۵در کلني شماره   BoNT/A-HCپروتئين

 درصد از مقدار ۱۷نسبت به بقيه قويتر و با مقدار 
بيشترين ميزان درصد محلول سيتوپلاسمي پروتئين کل 

  . بيان را دارد
در حالي که اين ميزان بيان پروتئين نوترکيب در 

، به ترتيب مقادير ۱۰  و۹، ۸، ۷، ۶، ۴، ۳، ۲، ۱هاي  کلني
 از درصد ۱۵  و۱۴، ۱۰، ۱۵، ۱۵ ،۱۶، ۱۴، ۱۶، ۱۶

  .)۲شکل  ( است محلول سيتوپلاسميپروتئين کل
 جهت تهيه ۵در نتيجه كلني بهتر يعني کلني شماره 

گراد   درجه سانتي- ۷۰خيره باكتريايي آن براي دماي ذ
 ۶نتايج بررسي پايداري پلاسميد در طي . انتخاب شد

، ۹۸، ۱۰۰، ۱۰۰، ۱۰۰روز متوالي نشان داد كه به ترتيب 
 درصد از پلاسميدها در طول شش روز پايدار ۹۴، ۹۷

   ).۳نمودار ( بودند
 آميد پلي آكريلنتايج الکتروفورز روي ژل 

-BoNT/A نوترکيب خالص سازي پروتئين مربوط به

HC ون كروماتوگرافي رزينيستبا )NI-NTA ( در
 نشان داده شده است، همان طور که در اين ۵شکل 

 بيشترين ميزان تخليص با ايميدازول شکل مشخص است
همچنين نتايج حاصل از آناليز . باشد مي ميلي مولار ۱۵۰

پروتئين نوترکيب تشکيل انکلوژن بادي نشان داد که 
BoNT/A-Hcلول در  در رسوب وجود ندارد و مح

  .مايع رويي است

                                                
1. Optical Density (OD)  
2. Cell Dry Weight (CDW) 

  بحث
سابقه تلاش براي توليد واكسن در برابر بيماري 

 باز مي گردد اما در حال حاضر ١٩٤٠به دهه بوتوليسم 
تنها واكسن موجود و متداول در برخي كشورهاي 

گانه بر عليه  پيشرفته، يك واكسن توكسوئيدي پنج
 مشكلات موجود در ).۷ و۸ (باشد  مي E تاA هاي نوع
ه اين واكسن نظير هزينه بالاي توليد، لزوم استفاده از تهي

چندين سروتيپ مختلف، خطرات ناشي از كار با 
هاي  نهايت ورود پروتئين هاي خطرناك فعال و در سويه

سازي، موجب گرديده تا  ناخواسته به بدن در زمان ايمن
 ها و روشهاي ها با استفاده از تكنيك نسل جديد واكسن

 .)٢ و٣ (مورد توجه قرار گيردژنتيك مولكولي 
  کيلو دالتوني٥٠ پروتئين  نشان داده استاخيرمطالعات 

نوروتوکسين واقع در انتهاي كربوكسيل زنجيره سنگين 
ژنيك  هاي آنتي  داراي شاخصکلستريديوم بوتولينوم

از قابليت بالايي در تحريك سيستم ايمني است و 
انات زايي آن در حيو و ايمني باشد برخوردار مي

 ولي يکي .)۱ و۲ و۱۵ (آزمايشگاهي نيز تأييد شده است
از مشکلات براي توليد واکسن نوترکيب عليه اين 

هاي  قطعه، ميزان کم بيان پروتئين نوترکيب در سيستم
 AT بياني است زيرا ژن اين قطعه غني از نوکلئوتيدهاي

موفق و همكاران   Yuبه طوري که. )۴ و۵ و۱۳ (است
گرم از اين پروتئين به ازاي يک  ميلي ٣٠شدند مقدار 

 ليتر محيط کشت از همين پروتئين نوترکيب توليد کنند
)١٤(.  
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  ٤١خيراالله ياري     

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

   اشريشياکلي مايع و جامد براي رشد باکتري LBترکيب محيط کشت پيچيده : ۱جدول 
  
  
  
  
  
  

  
 
 

  اصلاح شدهM9محيط کشت : ۲جدول
 غلظت ماده شيميايي

 )گرم در ليتر (١٠ گلوکز
MgSO4 ,7 H2O گرم در ليتر (٢( 

(NH4)2SO4 گرم در ليتر (٥/١( 
K2HPO4  گرم در ليتر (١٥( 
KH2PO4 گرم در ليتر (٥/٧( 

 )گرم در ليتر (٢ اسيد سيتريک

Trace element solution contained(g/l in 1M HCL): FeSo4.7H2O, 2.8; MnCl2.4H2O, 
2; CoSO4.7H2O, 2.8; CaCl2.2H2O, 1.5; CuCl2.2H2O, 0.2; ZnSO4.7H2O, 0.3 g 

 )ميلي مولار (١

  
 

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 

 .)■( و وزن خشک سلولي)♦(محيط کشت سيته نوري مايع براساس تغييرات دانLBدر محيط  رشد سويه: ۱نمودار
  
  
  
  
  
  

   جامدLBمحيط    مايعLB محيط   ماده
  ۱۰  ۱۰  )گرم در ليتر(تريپتون 

  ۵  ۵  )گرم در ليتر(عصاره مخمر
  ۱۰  ۱۰  )گرم در ليتر(مک طعام ن

  ۱۵  _  )گرم در ليتر(آگار 
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 ...بيان و تخليص پروتئين       ٤٢

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

  
   
  
  
  
  
  
 
 

 ستون اول نمونه قبل از  (. نوترکيباشريشياکلي در سويه BoNT/A-Hc مربوط به بررسي بيان SDS-PAGEصوير ژل ت: ۲ شکل
  .)ي بررسي شده از نظر بيان کلن۱۰ به ترتيب مربوط به بيان پروتئين در ۱۲ تا ۳القا، ستون دوم مارکر وزني پروتئين و ستون

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   روز متوالي۸ نوترکيب طي اشريشياکليبررسي درصد پايداري پلاسميد در باکتري : ۳شکل 
  

  

  
  
  
  
   

  
بادي   با استفاده از آنتي كه کلني بررسي شده۱۰ در BoNT/A-Hc بيان پروتئين نوترکيب مربوط بهتصوير وسترن بلات  :۴شکل 

 به ترتيب تأييد بيان در ۱۲ تا ۳ نمونه قبل القا، ستون دوم نمونه پروتئين استاندارد و ستون ۱ستون(. يد شده استضد هيستيدين تأي
  .)۱۰ تا ۱هاي  کلني

  
هاي  ، يافتهشود  مشاهده مي۴همانطور که در شکل 

حاصل از روش وسترن بلاتينگ صحت بيان پروتئين 
در که  به طوري ،يد کردأيرا ت  BoNT/A-HCنوترکيب 

ستون اول که مربوط به نمونه قبل از القا است هيچ باندي 
 بيان پروتئينها  شود ولي در ساير ستون نمي مشاهده

BoNT/A-Hc گردد مي مورد نظر مورد تأييد.  
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  ٤٣خيراالله ياري     

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

  
  

  
  
 
 

  
  

  
  
  
  

 نمونه خارج شده ۴ تا ۱ستون( .زينيهاي محلول رويي حاصل از فرايند تخليص با ستون كروماتوگرافي ميل تركيبي ر الکتروفورز نمونه: ۵ شکل
  )مولار ايميدازول  ميلي۱۵۰ و۱۰۰، ۵۰ به ترتيب نمونه خروجي با بافرشويش، ۸ و ۶، ۵ازستون بعد از شستن با بافر شستشو دهنده و ستون

  
مناسب بر ه يسوق نشان داد که انتخاب ين تحقيج اينتا

ن يان پروتئيبزان يم، يرشد باکترمهم  يها اساس شاخص
ن يد پروتئيتولش يدر افزاد ي پلاسميداريب و پاينوترک
ج يد نتاييأافته در تين ي ا.ثر استؤهدف مب ينوترک
 يها يکلناگرچه نشان داد که  )١٢( و همکاران يفاطم

 باهم تفاوت ياز نظر شاخص رشد باکتر انتخاب شده
ن ي پروتئانيزان بي مي بررسي ندارند وليريچشمگ
 يها ين کلني ب درياني بديم پلاسيداري و پابينوترک

ها  ن شاخصي اينه سازيمتفاوت است و بهانتخاب شده 
ن يد پروتئيتول يي نهايزان بازدهي بر ميابل توجهر قيثأت

   .ب داشتينوترک
 پروتئين يمؤيد خلوص بالاخالص سازي نتايج 

در ستون  ميلي مولار ۱۵۰ هدف با استفاده از ايميدازول
Ni-NTAج حاصل ين نتاي همچن.ود بکلي ني حاويني رز

 ب ين نوترکيص نشان داد پروتئيند تخليآاز فر

BoNT/A-Hc شود و  يان مي ب،به صورت فرم محلول
   . ظاهر نشديا انکلوژن باديل اجسام نامحلول يتشک

بخش ب ين نوترکيپروتئص يو تخلان ي بقتيحقدر 
 mg/l(نوم يوم بوتوليديکلسترن ينوروتوکسل يکربوکس

 يباکتر يتوپلاسمي سيحلول در فضامبه صورت ) ۵۲
 با تركيبات مشخصط کشت ساده و ي با محياکليشياشر

 يبرا قين تحقي در ا) اصلاح شده M9محيط كشت(
  .ا انجام شده استيدندر ن بار ياول
  
  يريگ جهينت

 بي نوترکيه مناسب از باکتري سوقين تحقيدر ا
ان ي ب،يباکتر  براساس سه شاخصه مهم رشدياکليشياشر

 ان فرم محلولين بينچهم. ديه گرديد تهي پلاسميداريپاو 
BoNT/A-Hc بات يط کشت ساده با ترکيمح در

ط يج نشان داد که در شراينتا.  شدينه سازيبهمشخص 
 BoNT/A-Hc محلول گرم پروتئين  ميلي۵۲مقدار  ،نهيبه

 با توجه به .ديگرد به ازاي يك ليتر محيط كشت حاصل
ب در ين نوترکين پروتئيد ايط تولي شراينه سازيبه
ن ين پروتئيا گردد يشنهاد مي، پيشگاهياس آزمايمق

 يبا استفاده از فناور يمه صنعتياس نيدر مقب ينوترک

٧    ٨      ۶       ۵    ۴     ١    ٢       ٣      

 

٧    ٨      ۶       ۵    ۴     ١      ٢      ٣  
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 ...بيان و تخليص پروتئين       ٤٤

 ۱۳۹۰تابستان / دوره شانزدهم/ ستاندمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كر

با ساده و ط کشت يدر مح بالا ي با تراکم سلوليها کشت
در حال انجام توسط (د شود يتولبات مشخص يترک

 در جهت ي گام بزرگتا بتوان) ن مقالهيسندگان اينو
 .رداشتبدر کشور سم يه بوتوليب عليد واکسن نوترکيتول

د ين تولين و همچنين پروتئي اييزا يمني اي بررسيالبته برا
   . استلازم يشتري بيها  پژوهش،واکسن

  تشكر و قدرداني
 يها يي راهنمازدانند ا يسندگان مقاله بر خود لازم مينو

ن ي و همچنيان و دکتر جعفر اماني دکتر شهرام نظريعلم
اه گ پژوهشيريع تخمي همکاران محترم گروه صنايمساعدتها

 يژه جناب آقاي، بويست فناوريک و زي ژنتي مهندسيمل
  .ندي نمايمانه تشکر و قدرداني، صميب قميمهندس حسن حب
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