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 ABSTRACT  

Background and Aim: Botulism, a syndrome caused by food poisoning, results from use of 

food contaminated with the botulinum toxin, which is very dangerous and deadly. Botulism is 

caused by the effects of bacterial toxins on the terminals of the motor nerves. Botulinum 

neurotoxins are among the most potent toxins. The aim of this study was to investigate 

expression, purification and, evaluation of the immunogenicity of the recombinant BoNT/B-

HcC protein as an immunogen candidate in mice. 

Materials and Methods: The C-terminus of the receptor-binding domain of  botulinum 

neurotoxin type B(BoNT/B-HcC) was selected as the antigen for bioinformatics evaluations. 

The pET17b-BoNT/B-HcC plasmid was transferred to E. coli BL21(DE3) by heat shock. The 

recombinant protein was purified and analyzed by SDS-PAGE. After verification of the 

recombinant protein by western blot, immunization of mice was performed. Antibody titers of 

recombinant proteins were evaluated by indirect ELISA and the results were compared using 

t-test. 

Results: The codon adaptation index (CAI) of the optimized gene was 0.99. The percentage 

of codons having high-frequency distribution was improved to 78%. Restriction analysis 

confirmed the 1119 bp construct gene and the recombinant protein with a molecular weight of 

43.8 kDa was expressed in the prokaryotic host. The total yield of purified protein was 23 mg 

of protein per liter of culture. Immunization of mice induced serum antibody response. 

Statistical analysis showed that the antibody titer was significantly different compared to that 

of the control sample. 

Conclusion: The designed recombinant antigen showed high antigenicity that could be 

considered as an immunogen against botulinum type B neurotoxin in future studies. 
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 چکیده 

 به وجودآلوده به سموم عصبی بوتولینوم غذای فاده از بوتولیسم، سندروم ناشی از مسمومیت غذایی، به دنبال است :زمینه و هدف

. شود یم ایجاد حرکتیاعصاب  های پایانهبر  باکتری سم تأثیربه علت بیماری بوتولیسم . آید که بسیار خطرناک و کشنده هستمی

، تخلیص و بررسی میزان بیانهدف از این تحقیق . باشند شده می ترین سموم شناخته بوتولینوم جزء قوی های نوروتوکسین

 .به عنوان یک کاندید ایمونوژن در حیوان آزمایشگاهی موش بود BoNT/B-HcCپروتئین نوترکیب  ایمونوژنیسیتی

های  ارزیابی موردژن  به عنوان آنتی Bتیپ  نوروتوکسین بوتولینوم هندهد اتصالناحیه  کربوکسیل انتهای :ها مواد و روش

 .منتقل شد E. coli BL21(DE3)به باکتری  دماییبه روش شوک   pET17b-BoNT/B-HcC پلاسمید. قرارگرفتبیوانفورماتیک 

از تائید پروتئین  سپ .رسی گردیدبر SDS-PAGE با تکنیک، تخلیص و نوترکیب به روش کروماتوگرافی تمایلیپروتئین 

 الایزای غیرمستقیمبادی با استفاده از  تیتر آنتی. انجام شد آزمایشگاهی  موش پروتئین در زایی ایمنی بلات، نوترکیب با روش وسترن

 .گردیدارزیابی و مقایسه  tآزمون آماری نتایج با و  ارزیابی

درصد بهبود  40های با شیوع بالا در ژن به  درصد کدون. شد را دارا 55/0ژن بهینه سازی شده شاخص سازگاری کدون : ها یافته

در میزبان پروکاریوتی بیان کیلودالتون  0/97با وزن پروتئین نوترکیب  وباز با برش آنزیمی تائید  جفت  1115توالی ساز ژنی . یافت

سرمی را القا  یباد یها پاسخ آنت موش یزسا منیا .بود  گرم میلی 07 کشت شده برای هر لیتر از محیط میزان پروتئین خالص .گردید

 .داری دارد در مقایسه با نمونه کنترل تفاوت معنیبادی  میزان تیتر آنتی های آماری نشان داد که آنالیز و کرد

عنوان یک ایمونوژن علیه نوروتوکسین  تواند به می وژنیسیته بالایی نشان داد  آنتی شده ژن نوترکیب طراحی آنتی :گیری نتیجه

 .یردقرار گمورد بررسی در تحقیقات بعدی  B بوتولینوم تیپ

 ، بخش عملکردیبادی زایی، آنتی ایمنی واکسن، ،کلستریدیوم بوتولینوم :کلمات کلیدی

 19/9/1901:پذیرش 71/7/1901:اصلاحیه نهایی 07/1/1901:وصول مقاله
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 مقدمه

دنبال میت غذایی، بهبوتولیسم، سندروم ناشی از مسمو

 غذای آلوده به سموم عصبی بوتولینوم فمصر

(botulinum neurotoxins) آید که بسیار به وجود می

بیماری  ابتلا بهاولین مورد مستند . خطرناک و کشنده هست

وده که و اولین شیوع آن در آلمان ب 1479بوتولیسم در سال 

به دلیل  همراه داشته که  ومیر به درصد مرگ 90حدود 

نام بوتولیسم از کلمه . (1)ه بوده استخوردن سوسیس آلود

. در قرن نوزدهم گرفته شد (botulus) لاتین سوسیس

، بیماری بوتولیسم را که از Blood susage اصطلاح

در . داینم آمد، توصیف می به وجود می خوردن سوسیس

 (Emil van Ermengem) امیل فون ارمنگم، 1054سال 

ه بوتولیسم در را روی شیوع گسترد خود نتایج تحقیقات

نشان داد که بیماری براثر  ارمنگم .بلژیک منتشر کرد

هوازی ایجاد  یک باکتری بیتولید شده از  محلول یتوکسین

 Bacillus) باسیلوس بوتولینوس را گردد و باکتری می

botulinus )کلستریدیوم بوتولینومامروزه آن را  که یدنام 

(Clostridium botulinum )(1و0)نامندمی . 

اعصاب   پایانهبر  باکتری سم تأثیردر اثر بیماری بوتولیسم 

با ممانعت از ارسال پیام عصبی از  شود و می ایجاد حرکتی

. شود تنفسی و نهایتاً مرگ میبه نارسایی  منتهیها  این پایانه

های مخاطی لوله گوارش  تواند از طریق لایه سم باکتری می

مانند چشم یا دستگاه تنفس وارد  ها ها و دستگاه یا سایر اندام

این سم سپس، وارد جریان عمومی خون یا لنف . بدن گردد

های عصبی هدف، سبب ایجاد فلج  نهشده و با رسیدن به پایا

 .(7)گردد می (فلاسید) شل

سم بوتولینوم را تولید  کلستریدیوم بوتولینومهای  تمام گونه

شناختی  این سم دارای انواعی است که ازنظر ایمنی .کنند می

که با  با یکدیگر متفاوت هستند و به هفت تیپ مختلف

از . (9)گردند شوند، تقسیم می مشخص می Gتا  Aحروف 

کلستریدیوم بوتولینوم های مختلف  میان سروتیپ
در  Fیپ و در موارد معدود سروتA, B, E  های سروتیپ

هایی که  تیپسرو از. باشند بوتولیسم می ابتلا به باعثانسان 

دارای منشأ زمینی  B و Aتیپ  باشند، می زا یماریانسان ب در

ها و رسوبات  ماهی  ،بیشتر در آب E تیپ در حالی کهبوده 

 .(9و4)دیده شده استکف دریاها 

 بوتولینوم پس از بیان ژن به  های نهریک از نوروتوکسی

کیلودالتون  190ای با وزن  هزنجیر صورت یک پروتئین تک

 (HC) وسیله پروتئازها به زنجیره سنگین که به آمده در

( کیلودالتون 90) (LC) و زنجیره سبک( کیلودالتون 100)

پیوند دو زنجیره با یک  اینبه طور کلی . شوند تبدیل می

زنجیره سنگین،  د کهبه یکدیگر متصل هستن سولفیدی دی 

محیطی و زنجیره  کولینرژیک های مسئول اتصال به نورون

روی بوده که فلز سبک یک اندوپپتیداز وابسته به 

طور  را به هاهای مسئول رهاسازی نوروترانسمیتر پروتئین

 (. 4)شکافد میهای خاص  اختصاصی در محل

شده  ترین سموم شناخته وتولینوم جزء قویب های نوروتوکسین

تخمین زده شد که  ،در یک مورد بوتولیسم انسانی. باشند می

کیلوگرم، ناشی از مصرف  109مرگ یک فرد دارای وزن 

 از نوروتوکسین MLD50 107 ×9/7حاوی حدوداً  یپنیر

 طور متوسط به ها این نوروتوکسین. (4)بوده است Bتیپ 

این میزان در بعضی البته  ؛اسیدآمینه هستند 1007 شامل،

تاکنون سیگنال  .ها بیشتر و در بعضی دیگر کمتر است پیت

لذا  ؛شناسایی نشده است ها روتوکسینوپپتیدی برای این ن

ترشحی ندارد و متعاقب رشد باکتری و  شکل توکسین

 .ندشو صورت تأخیری در محیط رها می هب  ،تخریب غشاء

رود که  توکسین در سیتوپلاسم سلول تولیدشده و احتمال می
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مقادیری از آن با عبور از غشاء به  در طول مراحل رشد،

 . (0و5)محیط خارج سلولی وارد شود

استفاده از های بهداشتی و  مبنای درمان بوتولیسم، مراقبت

مهار . است نوروتوکسینتهیه شده علیه  توکسین اسبی آنتی

در هریک از سه مرحله  بوتولینوم نوروتوکسینفعالیت 

کلیدی فرآیند ایجاد مسمومیت منجر به مصونیت در برابر 

ونیت در حال حاضر برای ایجاد مص .بوتولیسم خواهد شد

 9اختصاصی افراد در معرض خطر، از یک توکسوئید 

. شود استفاده می E-A های ظرفیتی بوتولیسم علیه سروتیپ

توکسین، از ادامه  موقع این آنتی هنگام و به تزریق زود

های عصبی و شدت بیماری جلوگیری  تخریب و آسیب

ند فلج ایجادشده را احیاء توا ، نمیبا این حال اما؛ کند می

 .(10 و11)دنمای

طورکلی بوتولیسم، یک بیماری واگیردار محسوب  به

ای از آن هرگز گزارش نشده  های گسترده شود و اپیدمی نمی

توان بالای کشندگی این نوروتوکسین و نرخ بالای  ؛ امااست

موارد منجر به مرگ نسبت به موارد ابتلا اهمیت تهیه واکسن 

در . کند می علیه این نوروتوکسین بسیار خطرناک را توجیه

واحد سنگین  تری از زیر این پژوهش از بخش کوچک

 استفاده شده که حاوی اپی B تیپنوروتوکسین بوتولینوم 
هدف از این تحقیق تولید، . است Tو B های سلول توپ

پروتئین نوترکیب  ایمونوژنیستیتخلیص و بررسی 

BoNT/B-HcC در حیوان آزمایشگاهی موش بود. 

 

  ها روشمواد و 

کریل ااد شیمیایی مورد استفاده شامل اکریل آمید، بیس مو

هیدروژن  ، پتاسیم دیاتیدیوم بروماید، فرموکلرآمید، 

سدیم هیدروژن  هیدروژن فسفات، دی فسفات، سدیم دی

، اسید فسفریک، سدیم 00کربنات سدیم، توئین فسفات، بی

دی دو دسیل دی سولفات، اوره، اسید کلریدریک، کلرید 

مرکاپتو اتانول، بروموفنل بلو،  -0، لوپروپانایزوسدیم، 

، هیدروکسید سدیم، R250کوماسی برلیانت بلو 

هیدروکسید آمونیوم، اسید استیک گلاسیال، متانول و 

، باز تریس، ایزوپروپیل بتا اسید بوریکاتانول، 

، ، پودر ژل آگاروز معمولی(IPTG) تیوگالاکتوپیرانوزید

( آلمان)ات از شرکت مرک و آمونیوم پرسولف کلسیم کلرید

 .گردیدتهیه  کیاژنشرکت کاغذ نیتروسلولز از  .تهیه شدند

حاوی توالی  pET17b-BoNT/B-HcCید پلاسم

 دریافت( چین) شاین جیننوکلوتیدی ژن صناعی از شرکت 

 E. coli BL21(DE3)ه سویمیزبان بیانی پروکاریوتی  .شد

( ع)ین حس یشگاه میکروبیولوژی دانشگاه جامع امامآزمااز 

-Oسوبستراهای مولد رنگ  .یدگردیه ته

phenilenediamine (OPD)  وDiaminobenzidine 

(DAB)  های آنزیم . تهیه شد( آمریکا)از شرکت سیگما

 نسیوسایبااز شرکت  BamHIو  NdelIمحدودکننده 

برای تخلیص پروتئین نوترکیب از ستون  .تهیه شد (آلمان)
Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) agarose 

resin  خریداری ( چین) نجشاین استفاده شد که از شرکت

از موسسه  BALB/cهای آزمایشگاهی موش .گردید

واکسن و سرم سازی رازی ایران تهیه گردیدند و از اجوانت 

آنتی . استفاده شد پاستور تویانستکامل و ناقص فروند موسسه 

 تهیه( ارکدانم)داکوشرکت نژوگه موشی، از اکبادی 

جهت  استفاده شده آمپی سیلین مورد بیوتیک آنتی.گردید

 مرک از شرکتکشت باکتری واجد پلاسمید نوترکیب 

 .خریداری شد( آلمان)

 :BoNT/Bطراحی بیوانفورماتیک پروتئین نوترکیب 

های  از پایگاه BoNT/Bاسیدی  توالی نوکلئوتیدی و آمینو

 به آدرس Uniprotو  GeneBankداده 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/  و

https://www.uniprot.org/  استخراج و با فرمت

FASTA بخش . ذخیره گردیدC_مین اتصال وترمینال از د

کیب برای ژن نوتر عنوان آنتی به BoNT/Bشونده 

جهت . های بیوانفورماتیک انتخاب شد وتحلیل تجزیه

دینی به انتهای توالی یی هیست سهولت در تخلیص یک دنباله

چنین جایگاه برش دو آنزیم محدودکننده  هم. اضافه گردید

NdelI  وBamHI  توالی نوکلئوتیدی  9´و  7´در دو انتهای
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ن توالی نوکلئوتیدی جهت بیان در میزبا. شداضافه 

 Genscript Optimisation Geneپروکاریوتی با سرور 

TM algorithm به آدرس 

https://www.genscript.com در . سازی گردید بهینه

بینی ساختار دوم  ادامه تجزیه تحلیل ترمودینامیکی و پیش

mRNA  با سرورMFOLD درنهایت . بینی شد پیش

ژنیسیته پروتئین  های فیزیکوشیمیایی و میزان آنتی یویژگ

های  به ترتیب با سرور BoNT/B-HcCنوترکیب 
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) 

-Vaxigen http://www.ddgو 

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html)  
شده به شرکت  توالی نوکلئوتیدی طراحی. بینی شد پیش

 .جهت تولید ارسال گردید( چین) شاین جین

با پلاسمید  E. coli BL21(DE3)تراریخت نمودن باکتری 

pET17b-BoNT/B-HcC: 

با  E. coli BL21(DE3)های  پس از مستعد سازی سلول

پلاسمید نوترکیب با روش  مولار میلی 90کلسیم کلرید 

جهت . های مستعد منتقل شد به سلول دماییشوک 

 LBهای حاوی پلاسمید از محیط کشت  گری سلول غربال

 µg/ml000 سیلین با غلظت بیوتیک آمپی جامد حاوی آنتی

کی از در ادامه جهت تائید سازه ژنی ابتدا ی. گردید  استفاده

ها جهت استخراج پلاسمید به روش لیز قلیایی انتخاب  کلونی

پس از استخراج پلاسمید واکنش برش آنزیمی با . (10)شد

انجام گرفت  BamHIو  NdelIدو آنزیم محدودکننده 

میکرولیتر  9میکرولیتر از پلاسمید  1صورت که مقادیر  بدین

میکرولیتر به  1و از هر آنزیم محدودکننده  Tangoبافر 

میکرولیتر آب مقطر اضافه گردید و به  90نمونه تا حجم 

. قرار داده شد سلسیوسدرجه  74ت در مدت یک ساع

 1درنهایت، نمونه حاصل از برش آنزیمی در ژل آگارز 

 .درصد الکتروفورز گردید

 :بیان پروتئین نوترکیب در میزبان پروکاریوتی

 1ها میزان  بیان پروتئین نوترکیب از کشت شبانه کلون جهت

مایع حاوی  LBلیتر محیط کشت  میلی 90لیتر در  میلی

تلقیح و پس g/ml100µ سیلین با غلظت یوتیک آمپیب آنتی

برای به دست )نانومتر  400موج  در طول ODاز رسیدن 

ماده القاکننده پروموتر  4/0به ( آوردن میزان رشد باکتری

(IPTG ) مولار به محیط کشت اضافه  میلی 1با غلظت نهایی

درجه  74ساعت هوادهی در دمای  9پس از . گردید

 9، رسوب باکتری در دمای rpm 100  و همزنی سلسیوس

 .دقیقه تهیه گردید 9به مدت  rpm 4000و سلسیوسدرجه 

استخراج و تخلیص پروتئین نوترکیب با روش 

 :کروماتوگرافی تمایلی

با توجه به اینکه پروتئین نوترکیب درون سلول پروکاریوتی 

دهد جهت استخراج  به علت بیان بالا تشکیل اجسام می

در . مولار استفاده گردید 0یب از بافر اوره پروتئین نوترک

ادامه فرایند تخلیص پروتئین نوترکیب با رزین 

 .صورت گرفت Ni-NTAکروماتوگرافی تمایلی 

 Sodium روشوسیله  های ستون تخلیص به خروجی

dodecyl-sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE)  درصد  10با ژل

وزن  لیو تحل هیتجز وتراکم هت مقایسه ج .ارزیابی گردید

، تصاویر ژل ها با نرم افزار بیوانفورماتیکی باندها یمولکول

GelAnalyzer غلظت نهایت  در. بررسی شد 1591 نسخه

بردفورد و با استفاده از  روش شده به کمک پروتئین بیان

 . سنجیده شدعنوان استاندارد  به (BSA)آلبومین سرم گاوی

 :ن نوترکیب تخلیص شدهتائید پروتئی

ت استفاده لاب وسترنروش نوترکیب، از  برای تائید پروتئین

عصاره سلولی پس از بیان با استفاده از سیستم . شد

و بافر  Bio-rad (Mini Protean) گذاری وسترن لکه

، مولار میلی 09، تریس مولار میلی 150یسین لاگ) انتقال

SDS 1/0  7/5درصد و  00درصد و متانولpH= )یرو 

های  منظور پر کردن جایگاه به. کاغذ نیترو سلولز منتقل شد

 9شب در محلول  کاغذ به مدت یک )کینگلاب(خالی

 Phosphate-Buffered وندرصد شیر خشک در

Saline/Tween (PBST)  گراد  درجه سانتی 9در

شســتشو داده  PBST سپس سه مرتبه با. گردیدنگهداری 
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 دینییکانژوگه ضد توالی هیستهای  یباد کـــاغذ با آنتی. شد

درجه  74ساعت در دمای  1به مدت  1:10000با رقت 

سه  PBST فرآیند شستشو با. گراد گرما گذاری شد سانتی

نهایتاً، کاغذ نیترو سلولز در محلول . بار انجام گرفت

 Diaminobenzidine (DAB)-′3,3 زا سوبسترای رنگ

 بامولار  میلی 90ر تریس لیتر باف میلی 100گرم در  میلی 40)

pH  برای توقف . تا ظهور باند پروتئینی، قرار گرفت (0برابر

 .کاغذ در آب مقطر قرار داده شد واکنش

 :سازی حیوانات آزمایشگاهی ایمن

نوترکیب  علیه پروتئین زایی ایمنیبررسی  منظور به

BoNT/B،  موش عدد  00ازBALB/c 9عنوان تست و  به 

 00، موشبرای هر . ه کنترل استفاده شدعنوان نمون عدد به

حجم یکسان اجوانت با  میکروگرم پروتئین تخلیص شده

کامل فروند در تزریق اول و اجوانت ناقص فروند برای 

تزریق  زیر جلدیصورت  در چهار نوبت بههای بعدی  تزریق

جهت بررسی و تأیید نتایج حاصل و همچنین . گردید

عنوان  تایی به 9گروه جلوگیری از پاسخ کاذب، به یک 

 Phosphate-Buffered Saline (PBS) شاهد فقط بافر

 .تزریق گردیدهمراه با اجوانت استریل 

 :میرمستقیغی با روش الایزای باد یآنتبررسی تیتر 

 اول، در چهار نوبت و طی دو هفته پس از مراحل گیری خون

یر غایمن و ) ها دوم، سوم و چهارم، از گوشه چشم موش

استریل  خون درون میکروتیوبهای  نمونه. انجام شد (ایمن

درجه  74گرما گذاری در دمای  پس از یک ساعت منتقل و

نگهداری  سلسیوسدرجه  9شب در دمای  گراد، یک سانتی

، سرم شده خارج خونبرای جداسازی سرم، ابتدا لخته . شدند

 rpm با دور سلسیوسدرجه  9دقیقه در دمای  9به مدت 

آمده  دست یع شفاف زردرنگ بهافیوژ شد و مسانتری 7000

در مرحله بعد . جهت استفاده در مراحل بعدی جدا گردید

پلی کلونال موجود در نمونه  بادی سنجش کمی و کیفی آنتی

و ارزیابی موردبررسی  غیر مستقیم سرم فوق به روش الایزا

 نیپروتئ کروگرمیم 9بدین صورت که  .قرار گرفت

مولار  0/0)بافر کوتینگ تریلکرویم 100داخل  بینوترک

Na2Co3 ،0/0  مولارNaHCO3)  زایالای ها چاهکدرون 

(Caspian) ها چاهکپس از هر مرحله . شد یک نواخت 

 درصد 9خشک  رشیبا سپس . سه مرتبه شستشو گردید با بافر

 9 یروز در دما شبانهیک به مدت  PBSTدر  یبدون چرب

شده با  تهشس های کچاه. مسدود شد سلسیوسدرجه 

 PBSTدرون  1:109400تا  1:000از رقت سرم  یها نمونه

 74 یدر دما قهیدق 99به مدت اضافه و  ها چاهکرقیق و به 

 PBSTبار با  سهها  چاهک .انکوبه شدند گراد یدرجه سانت

بادی  آنتی)آنتی بادی ثانویه  تریلکرویم 100شسته شدند و 

 HRPبا کانژوگه  یموشبادی  آنتی ضدبزی 

(Horseradish peroxidase)  در بافر  1:00000با رقت

PBST  قهیدق 99صفحه به مدت . اضافه شد چاهکبه هر 

و سپس چهار  گردیدانکوبه  گراد یدرجه سانت 74 یدر دما

محلول  تریل کرویم 100سپس، . شستشو شد PBSTبار در 

اضافه  چاهکبه هر  OPD گرم یلیم 7 یحاو سوبسترا

 H2SO4 ، واکنش بااز رنگ گرفتنپس  تیدرنها. گردید

 ینانومتر بر رو 959متوقف شد و جذب در  مولار9/0

 .خوانده شد (Bio-Tech)الایزا  تیکروپلیخواننده م

 :آنالیز آماری

-مون کلموکرافزآ زها ا برای تعیین نرمال بودن داده 

سه یها و مقا داده یانسیز وارلآنا. استفاده گردید وفزاکرنو

 زاده اتفبا اس (ارمچهز دوم، سوم و یتجو در سطح)میانگین 

که در این آزمون در صورت  انجام گرفت t-testمون زآ

های  یعنی میانگین داده 09/0کمتر از  P-valueمشاهده 

دار بین دو  مقایسه شده با هم برابر نبوده و از اختلاف معنی

ی با ارکلیه عملیات آم. شود گروه آزمایش مشاهده می

 .نجام شدا 04 نسخه SPSS افزار نرم زفاده اتاس

 

 هایافته

 :طراحی بیوانفورماتیک و تائید سازه ژنی

به  BoNT/Bاسیدی مرتبط با  توالی نوکلئوتیدی و آمینو

استخراج  P10844 وX71343.1  ترتیب با اعداد دسترسی 

نوروتوکسین  Hc-cانتهای آمینواسید از  747. گردید
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در ادامه . ژن انتخاب شد عنوان آنتی به B تیپبوتولینوم 

سازی کدونی توالی نوکلئوتیدی صورت گرفت که  بهینه

افزایش یافت که بیشترین  55/0میزان سازگاری کدونی به 

های  برخی ویژگی(. 1-شکل الف)است  1مقدار آن برابر 

نشان  1-شکل ب شیمیایی پروتئین نوترکیب در فیزیکو

بود  91/70شده است که میزان امتیاز ناپایداری آن برابر داده

شده  دهنده پایداری بالای پروتئین نوترکیب طراحی که نشان

 mRNAوتحلیل ترمودینامیکی  نتایج حاصل از تجزیه. است

نیز نشان داد که از پایداری بالایی برخوردار است و در 

وزن (. 1-شکل ج) شود نمی  لوپ بزرگ دیده 9´بخش 

مولکولی الکتروفورز محصول برش با دو آنزیم 

گیری شد که تائید  جفت باز اندازه 1115کننده، برابر  محدود

 (. 1-شکل د)شده بود  کننده سازه ژنی طراحی

 

 

 .نتایج حاصل از طراحی بیوانفورماتیک و تائید سازه ژنی. 1شکل

شـده بـا سـرور     بینـی  هـای فیزیکوشـیمیایی پـروتئین نوترکیـب پـیش      برخـی ویژگـی  ( سـازی، ب  قبـل و بعـد از بهینـه   های سـازه نوترکیـب،    ارزیابی پارامتر( الف

Protparamاز  9´بخش  شده بینی ساختار دوم پیش( ، جmRNA حاصـل    نمونـه  1نتیجه الکتروفورز نمونه حاصل از برش آنزیمی، ستون( شده، د توالی بهینه

 DNAمارکر  7، ستونBamHIو  NdelIهای محدودکننده  نمونه حاصل از برش با آنزیم 0ستون ،NdeIکننده از برش آنزیمی با آنزیم محدود

 

 :ژن نوترکیب بیان، تخلیص و تائید آنتی

 E. coliدار شده پس دریافت باکتری صلاحیت

BL21(DE3)  بیان پروتئین نوترکیب با استفاده ازIPTG 

درجه  74دمای ساعت در  9زمان  یک میلی مولار و مدت

در بیان پروتئین نوترکیب میزان . صورت گرفت سلسیوس

و با  درصد موردبررسی قرار گرفت SDS-PAGE 10 ژل

کیلودالتون  0/97توجه به مارکر پروتئینی وزن مولکولی 

پروتئین  سازی خالص جهت(. 0-شکل الف) تائید گردید

که پس از عبور اده شد استف Ni-NTAونتس زنوترکیب ا

شده، در مرحله سوم شستشو با بافر  پروتئین استخراج نمونه

شکل )تخلیص انجام شد 9برابر  pHمولار با  0حاوی اوره 

روش منظور تائید محصول پروتئینی از  به(. 0-ب

باند وسترن در جایگاه صحیح  .بلات اســتفاده شد وسترن
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 .(0-کل جش)دیده نشدهیچ باندی  (BSA) اما در ستون کنترل ؛مدنظر قرار گـرفت

. 

 
  .ژن نوترکیب نتایج تولید و تخلیص آنتی. 2شکل

مولار،  میلی IPTG 9/0با  القاشدهنمونه  7مارکر پروتئینی سیناکلون، ستون 0نمونه بدون القا، ستون 1ژن نوترکیب، ستون نتیجه ژل بررسی بیان آنتی( الف

باند  ها نمونه گریددر مقایسه با  9نشان داد که نمونه ستون  GelAnalyzerافزار  با نرم ها ستونهای  مولار، بررسی میلی IPTG 1با  القاشدهنمونه  9ستون

نمونه قبل از عبور از ستون،  1، ستونNi-NTAژن نوترکیب با ستون کروماتوگرافی تمایلی  یجه تخلیص آنتینت( کیلودالتونی دارد، ب 99تری در ناحیه  قوی

 0نمونه شستشو با بافر اوره  9، ستون pH=0/4مولار  0نمونه شستشو با بافر اوره  9، ستونناکلونیسمارکر پروتئینی  7توننمونه پس از عبور از ستون، س 0ستون

ت با استفاده از لاشده با استفاده از روش وسترن ب تخلیصنوترکیب  ژن آنتیتائید ( ، جpH=9مولار  0نمونه شستشو با بافر اوره  4، ستون pH=0/4مولار 

 BSAپروتئین  7ستون، سیناکلونمارکر پروتئینی  0از بخش ب، ستون 4تخلیص شده در ستون  نمونه:1، ستونHRPضدهیستدین کانژوگه بهدی با آنتی

 عنوان کنترل منفی به

 

 :بادی تولیدشده در حیوان ایمن شده میزان تیتر آنتی

بادی تولیدشده و محاسبه میزان آن در  منظور ارزیابی آنتی به

ک ی. غیرمستقیم استفاده شد زایتزریق از روش الا هر مرحله

های تست و شاهد  موشاز هفته بعد از هر بار تزریق 

به عمل آمد و بعد از جداسازی سرم  از چشم گیری خون

نمودار میانگین تیتر  .یزا انجام شدالاها، آزمایش  آن

شده  نشان داده 1شماره  نموداربادی در هر مرحله در  آنتی

دهد که در  بادی نشان می ر آنتیتآمده تی دست به جتاین .است

، زیرجلدیصورت  مر بهایژن ک تین شده با آنیما یها موش

ترل بود گروه کن زتر الابا یدار یصورت معن ی بهباد تیر آنتتی

(01/0 >P )بادی در  دار تیتر آنتی چنین تفاوت معنی و هم

 یزانن متریبیش(. P< 09/0)تزریق چهارم نسبت به سوم بود 

OD 9/7هارم و به میزان چ یقدر تزر 000/1به رقت  طمربو 

 .بود

 بحث

است که توسط نوروتوکسین  یا بوتولیسم بیماری کشنده

ایجـاد  کلستریدیوم بوتولینـومهفتگانه  یها پییکی از سروت

با توجه به مکانیسم مولکولی عملکرد توکسین، . شود یم

م را بـه عهـده ی ستیککاتالی ی فهیی سبک وظ بخش زنجیره

 وم بوتولینومیکلستریدنجیره سنگین نوروتوکسین ز. دارد

عنوان نیمه  بخش انتقالی به: دارای دو دومین هست B تیپ

عنوان نیمه انتهای  دهنده به انتهای آمینی و بخش اتصال

مؤثر خنثی کردن نوروتوکسین  یها یکی از راه .کربوکسیلی

سیناپس نوروماسکولار با  بوتولینوم، مهار اتصال این سم به
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  .دهنده هست بخش اتصال هیعل ییها یباد یآنت

Fairweather ثابت کردند که 1504و همکاران در سال 

قطعه نوترکیب انتهای کربوکسیل زنجیره سنگین سم تتانوس 

که بطورنسبی ( همولوژی بالایی با سم بوتولینوم دارد)

 LD50دوز  ها را در برابر چالش با تخلیص شده بود، موش

توالی و ساختار  ازآنجاکه. (17)نماید این سم مصون می 10

و  کلستریدیوم تتانیتولیدشده توسط  نینوروتوکس

 جهیدرنتبسیار شبیه به یکدیگر است،  کلستریدیوم بوتولینوم

های جدید علیه سم بوتولینوم  این روش برای ساخت واکسن

 .(19)نیز به کار گرفته شد

از  منظور مقابله با بوتولیسم در سطح جهان در حال حاضر به

هرچند گزارش . شود یمی توکسوئیدی استفاده ها واکسن

های مربوط به هر پنج  نهایی مطالعات نشان داد که واکسن

به ولی  ؛باشند زایی کافی می دارای مصونیت نوع سروتیپ

ی توکسوئیدی دارند، اخیراً ها واکسنمعایبی که  لیدل

ی نوترکیب ها واکسنتولید  نهیدر زمی زیادی ها تلاش

ها، نیاز به از جمله معایب این واکسن. (19)است شده انجام

نتیجه هزینه بالا، بازده  امکانات و تجهیزات اختصاصی و در

، کلستریدیوم بوتولینوموسیله باکتری  تولید سم بسیار پایین به

به . (14)باشند می... خطرناک بودن کار با سم بوتولیسم و

این مشکلات امروزه برای پیشگیری از ابتلای به این  لیدل

 مطالعات. اند آورده روی ی نوترکیبها واکسنبه  ،بیماری

بادی بر  تولیـد واکـسن نوترکیـب و آنتی ی نهیدرزم متعددی

یکی . توکسین متمرکزشده است ی دهنده بخش اتصالروی 

های نوترکیب مشتق از ناحیه  ها، پروتئین از این نوع واکسن

شده است که  که نشان داده  باشند می دهنده اتصال

باعث  توانند یمهای ضد این پروتئین نوترکیب  بادی آنتی

 . (14)شوند B بوتولینوم تیپ ی اثر نوروتوکسینساز یخنث

پروتئین نوترکیب زیر بیان و همکاران  رستمیتحقیق در 

 .E در Eتیپ  کلستریدیوم بوتولینومواحد اتصال دهنده سم 

coli ًبه دلیل حلالیت کم محصول نوترکیب، منجر به  عمدتا

های آلفا وجود توالی احتمالاً که بازده ضعیفی شده است

قرار هلیکس در این بخش از ساختار سم و در معرض 

آن باعث بروز ناپایداری گرفتن آمینواسیدهای آبگریز 

در تحقیق  .(10)است پروتئین نوترکیب و در نتیجه بازده کم

بیان پروتئین نوترکیب زیر واحد علت احتمالی عدم  برادران

تجـزیـه و ،  Bم تیپ اتصال دهنده سم کلستریدیوم بوتولینو

 آن درشکـسـتـه شـدن پـروتئیـن بلافـاصلـه بعـد از بیـان 

عنوان شده  E. coli BL21 (DE3)میزبان پروکاریوتی

ستفاده از ابا در نظر گرفتن نتایج تحقیقات قبلی،  .(15)است

لالیت پروتئین که سبب افزایش خاصیت ح هایی یتوال

بر این . تواند در این زمینه کمک کننده باشد شوند می می

اساس و به جهت رفع چنین موانعی دو راهکار در تحقیق 

های بیوانفورماتیکی  با استفاده از روش. حاضر ارائه گردید

نواحی ایمونوژنیک بخش اتصال دهنده سم انتخاب شد تا 

از طرفی نیز . ش اتصال دهنده سم نباشدخنیازی به بیان کل ب

ین ژنی، توالی کد کننده پروتئ ی کاستحدر طرا

در فرادست ژن کد کننده بخش ایمونوژنیک  نوروتوکسین

تا با افزایش میزان  پروتئین اتصال دهنده سم قرار گرفت

بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب فراهم  حلالیت امکان

 .گردد

که  pET سیستم وکتوریژن نوترکیب از  برای بیان آنتی

پروموتـور قــوی  و یک هست T7 lac دارای پروموتور

  دیگر ویژگی ازجمله. ، استفاده گردیدشود یـسوب ممحـ

  ر دو طرفد 6xHis Tagوجــود نــشانگراین سیستم، 

MCS  شده را  تخلیص پـروتئین نوترکیب بیان است که

زایی پـروتئین  بـرای نـشان دادن قابلیت ایمنی .کند یتسهیل م

تیتر . گیری شده است یزا بهرهالاروش  زایی از در طول ایمنی

یزا لابـه روش ا کننده پس از تزریق چهارم بادی خنثی نتیآ

 هست زشدهیژن تجو یتگر پاسخ تام بـدن نـسبت بـه آن بیان

 دیمؤ tی آماری نمونه تست و شاهد با آزمون زهایآنالکه 

 .این فرضیه بود

 یبرا ییزا یمنیا زانیم در تحقیقی مشخص گردید که

 نیروتوکسنو تر ازکم A تیپ نومیبوتول نینوروتوکس

با این حال در تحقیقی (. 15)باشد می B تیپ نومیبوتول

 B تیپمشخص گردید که توالی آمینواسیدی نوروتوکسین 
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درصد  90درصد و با سم تتانوس  40نزدیک به  A تیپو 

تواند  ها با سم تتانوس می سازی موش شباهت دارند و ایمن

با توجه (. 00)زا باشد های بوتولینوم نیز ایمن علیه نوروتکسین

در  B تیپزایی با نوروتوکسین  ایمنی ،به ادله مطرح شده

نوروتوکسین بوتولینوم و سم تواند علیه  می Aتیپ  مقایسه با

باشد که این  ترزا یایمن بالاتر، یکارآمد، در عین تتانوس

 .فرضیه نیاز به تحقیقات بیشتری دارد

حاضر مهندسی ژنتیک و تولید نوترکیب قطعات  در حال

ناحیه اتصالی  خصوصاً، های بوتولینوم نوروتوکسینختلف م

عنوان کاندیداهای واکسن نوترکیب با  به ها آنو معرفی 

ناحیه اتصالی  1559در سال . سرعت هرچه بیشتر ادامه دارد

. (01)کلون شد و اثر پیشگیری آن در موش تائید شد Aتیپ 

کلون  Bنوروتوکسین تیپ  دهنده اتصالناحیه  0009در سال 

 Hcناحیه . (00)ی آن بررسی شددهندگ اتصالو خصوصیات 

طور جداگانه،  به اشرشیاکلیهای بوتولینوم در  تمام سروتیپ

عنوان کاندیداهای  به ها آنهمه  اکنون همو  شده انیبکلون و 

. (14)واکسن بوتولیسم، در مرحله مطالعات بالینی قرار دارند

از  Hc-Cبیان ناحیه کوچکی از زیر واحد  در تحقیقی دیگر،

که در تحقیق  صورت گرفته A  تیپ نومیبوتولنوروتوکسین 

برای مطالعه بیان  Hc-Cحاضر بخشی کوچکی از زیر واحد 

 Bزایی در نوروتوکسین بوتولینوم تیپ  و بررسی ایمنی

در این تحقیق ما توانستیم بخش . (00)بود استفاده شده

از زیر ناحیه ( کیلو دالتون 09ی مولکولبه وزن )کوچکی 

Hc-C  سروتیپB کنیم که نتایج تیتر  را بیان و تخلیص

که بخش  دیگر  بادی پژوهش حاضر با پژوهش آنتی

از این ناحیه ( کیلو دالتون 90ی مولکولبه وزن )ی تر بزرگ

 .(14)را انتخاب کرده بودند یکسان بود

 

 گیری یجهنت

ژن نوترکیب  این تحقیق بیانگر این است که آنتی های یافته

از نوروتوکسین  Hc تر کوچک شامل ناحیه شده طراحی

بالایی دارد و قدرت ایمونوژنیسیتی  ،B تیپبوتولنیوم 

عنوان یک کاندید ایمونوژن علیه نوروتوکسین  تواند به می

عنوان یک  ت بعدی بهدر تحقیقاو  باشد Bبوتولینوم تیپ 

 .بررسی قرار گیرد مورد کاندید واکسن

 

 تشکر و قدردانی

مقاله وجود ندارد و  یسندگاننومنافعی بین  تعارض گونه یچه

ای اعضای ارتق نامه یینآسهم نویسندگان بر اساس 

از  .استتحقیقات و فناوری وزارت علوم،  علمی یئته

واسطه فراهم آوردن امکانات هدانشگاه جامع امام حسین ب

 .آید می به عمللازم جهت اجرای این تحقیق تقدیر و تشکر 

 

  منابع

1.Van Ermengem E. A new anaerobic bacillus and its relation to botulism. Rev Infect Dis. 

1979:701-19.  

2.Pickett A. On the discovery of Bacillus botulinus. The Botulinum Journal. 2008;1(1):5-6.  

3.Johnson EA, Bradshaw M. Clostridium botulinum and its neurotoxins: a metabolic and 

cellular perspective. Toxicon. 2001;39(11):1703-22.  

4.Valipour E, Moosavi ML, Amani J, Nazarian S. High level expression, purification and 

immunogenicity analysis of a protective recombinant protein against botulinum neurotoxin 

type E. World J Microbiol Biotechnol. 2014;30(6), 1861-1867.  
5.Pourshafie M, Saifie M, Shafiee A, Vahdani P, Aslani M, Salemian J. An outbreak of food-

borne botulism associated with contaminated locally-made cheese in Iran. Scand J Infect Dis. 

1998;30(1):92-4.  

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sj

ku
.2

8.
3.

13
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

10
 ]

 

                            10 / 11

http://dx.doi.org/10.61186/sjku.28.3.13
https://sjku.muk.ac.ir/article-1-7298-fa.html


 12     شهرام نظریان،محمد ابراهیم مینایی

 2041مرداد و شهریور  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

6.Baghban R, Gargari SL, Rajabibazl M, Nazarian S, Bakherad H. Camelid-derived heavy-

chain nanobody against Clostridium botulinum neurotoxin E in Pichia pastoris. Biotechnol 

Appl Biochem. 2016;63(2):200-5.  

7.Hatheway CL. Clostridium botulinum and other clostridia that produce botulinum 

neurotoxin. In Clostridium botulinum. 2018; 2-20.  

8.Goonetilleke A, Harris J. Clostridial neurotoxins. J Neurol, Neurosurg Psychiatry. 2004;75.  

9.Dolly J, Aoki K. The structure and mode of action of different botulinum toxins. Eur J 

Paediatr Neurol. 2006;13:1-9.  
10.Heymann DL. Control of communicable diseases manual. Am J Public Health. 2008;19. 

11.McCarty CL, Angelo K, Beer KD, Cibulskas-White K, Quinn K, de Fijter S, et al. Large 

outbreak of botulism associated with a church potluck meal—Ohio. Morb Mortal Wkl Rep. 

2015;64(29):802.  

12.Ehrt S, Schnappinger D. Isolation of plasmids from E. coli by alkaline lysis.  E coli 

Plasmid Vectors. Springer; 2003. p. 75-8.  

13.Fairweather NF, Lyness VA, Maskell DJ. Immunization of mice against tetanus with 

fragments of tetanus toxin synthesized in Escherichia coli. Infect Immun. 1987;55(11):2541-

5.  

14.Smith LA. Development of recombinant vaccines for botulinum neurotoxin. Toxicon. 

1998;36(11):1539-48.  

15.Rusnak JM, Smith LA. Botulinum neurotoxin vaccines :Past history and recent 

developments. Hum Vaccines. 2009;5(12):794-805.  

16.Baldwin MR, Tepp WH, Przedpelski A, Pier CL, Bradshaw M, Johnson EA, et al. Subunit 

vaccine against the seven serotypes of botulism. Infect Immun. 2008;76(3):1314-8.  

17.Dolimbek BZ, Steward LE, Aoki KR, Atassi MZ. Immune recognition of botulinum 

neurotoxin B: antibody-binding regions on the heavy chain of the toxin. Mol Immunol. 

2008;45(4):910-24.  

18.Rostami H, Moosavi SJ, Ebrahimi F, Hajizadeh A. Cloning and Expression of the 

Catalytic Domain of Botulinum Neurotoxin Type E in E. coli. J. Mazandaran Univ Med Sci. 

2013;22(97):148-57.  

19.Baradaran M, Ebrahimi F, Nazarian S, Hajizade A, Tarverdizadeh Y. Subcloning and 

Assessment of the Expression of Synthetic Botulinum Neurotoxin Type B Binding Domain 

(BD/B). J Qom Univ Med Sci. 2016;10(5), 29-37.  

20.Sharma S, Zhou Y, Singh BR. Cloning, expression, and purification of C-terminal quarter 

of the heavy chain of botulinum neurotoxin type A. Protein Expression Purif. 2006;45(2):288-

95.  

21.Clayton MA, Clayton JM, Brown DR, Middlebrook JL. Protective vaccination with a 

recombinant fragment of Clostridium botulinum neurotoxin serotype A expressed from a 
synthetic gene in Escherichia coli. Infect Immun. 1995;63(7):2738-42.  

22.Zhou Y, Singh BR. Cloning, high-level expression, single-step purification, and binding 

activity of His6-tagged recombinant type B botulinum neurotoxin heavy chain transmembrane 

and binding domain. Protein Expression Purif. 2004;34(1):8-16.  
 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sj

ku
.2

8.
3.

13
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

10
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-1781-en.html
http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-1781-en.html
http://dx.doi.org/10.61186/sjku.28.3.13
https://sjku.muk.ac.ir/article-1-7298-fa.html
http://www.tcpdf.org

