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Abstract 

Background: Anthrax is a common disease among human and livestock which is caused by 
Bacillus anthracis. Bacillus anthracis has two strong immunogenic proteins: Protective antigen (PA) 
and lethal factor domain I (LFD1) that have always been considered as vaccine candidates against 
Bacillus anthracis. The aim of this study is to express and purify the lethal factor domain I (LFD1) in 
Escherichia coli and produce polyclonal antibody against it in mice. 

Materials and Methods: In this experimental study, LFD1 gene was amplified with BamH I 
and Xho I restriction site by PCR. After isolation, the gene was cloned to the expression vector pET28a 
(+). This vector was transformed to E. coli-BL21 (DE3) PLysSto to express LFD1 gene. The 
expression of LFD1 gene was induced by IPTG. After protein purification by affinity chromatography, 
the produced antigen was injected into mice for four times. Then the produced polyclonal antibody in 
mice serum was evaluated. 

Results: The cloned LFD1 gene in pET28a (+) vector was confirmed by PCR, enzymatic 
analysis, and sequencing. The expressed and purified recombinant protein was confirmed by SDS-
PAGE and Western blotting. Finally, the isolated polyclonal antibody from mice serum was evaluated 
and confirmed by ELISA test. 

Conclusion: Noticing the appropriate expression, easy purification of LFD1, and the titer of 
produced polyclonal antibody against LFD1 in mice due to its immunogenicity, it can be considered as 
a good vaccine candidate against anthrax. 

Keywords: Anthrax, Bacillus anthracis, immunogen, polyclonal antibody 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding author:  
Address: Biology Research Center, Faculty of Basic Sciences, Imam Hussein University, Tehran, Iran 
Email: honari.hosein@gmail.com 

 51 



 

                                                                                                 52 

                                                        مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراكمقاله پژوهشی                                                        

  51-1391،60 بهمن، )68شماره پیاپی (9، شماره15                                                                                                                     سال 
 

 در باسیلوس آنتراسیس  فاکتور کشنده1بیان نوترکیب و تخلیص ناحیه 
Escherichia coliسوريموش  در آنکلونال علیه بادي پلیتولید آنتی  و 

  
  1پور ترابیمحمدعلی عارف،1محمد زند، علی*2، حسین هنري1مهدي رضائی
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  چکیده
باسیلوس ري عامل ایجاد کننده بیماري، باکت. زخم یک بیماري مشترك بین انسان و دام است سیاه :زمینه و هدف

هاي قوي این باکتري بوده و   ایمونوژن(LFD1)کننده و ناحیه یک فاکتور کشنده  ژن حفاظت باشد که آنتی  میآنتراسیس
هدف این مطالعه بیان و تخلیص . اند  در نظر گرفته شدهباسیلوس آنتراسیسهمواره به عنوان کاندیداي واکسن علیه 

LFD1 در باکتري Escherichia coli باشد  سوري می کلونال علیه آن در موش بادي پلی لید آنتیو تو.  
 PCR  با واکنش XhoI و BamHIهاي برش آنزیمی   با جایگاهLFD1 در این مطالعه تجربی، ژن :ها مواد و روش

هاي  به منظور بیان ژن، این وکتور به باکتري. سازي گردید همسانه (+)pET28aتکثیر و بعد از جداسازي، در وکتور بیانی 
 انجام و بعد از تخلیص  IPTGالقاي تحت LFD1 ژن بیان. تراریخت شد E.coli-BL21(DE3)PLysSدار  صلاحیت

بادي  آنتی. هاي سوري تزریق شد ژن حاصل در چهار نوبت به موش پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی، آنتی
  .گیري گردید ها اندازه کلونال تولید شده در سرم موش پلی

. یابی تأیید شد یمی و توالیهضم آنز، PCR به وسیله (+)pET28a کلون شده در وکتور بیانی LFD1 ژن :ها یافته
بادي  در نهایت آنتی. گذاري وسترن تایید گردید  و لکهSDS-PAGEچنین پروتئین نوترکیب تولید شده به وسیله  هم
  . ارزیابی و تأیید گردیدالایزاسیله تست  سوري جدا شده و به و کلونال تولید شده از سرم موش پلی

ژن  کلونال تولید شده علیه آنتی بادي پلی ژن و تیتر آنتی  با توجه به بیان مناسب، تولید آسان این آنتی:گیري نتیجه
LFD1 زخم در نظر  توان آن را به عنوان کاندید واکسن علیه سیاه هاي سوري، می در موش به دلیل ایمونوژنیسیته آن

 .گرفت

  کلونال بادي پلی ، ایمونوژن، آنتیباسیلوس آنتراسیسزخم،  سیاه: کلیدي واژگان
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  مقدمه
هاي مشترك بین انسان و  زخم یکی از بیماري سیاه

ا هاي بیولوژیک را دار  استفاده در جنگدام بوده و پتانسیل
 در انسان در نتیجه تماس مستقیم با زخم سیاهبیماري . است

 و مو پوست،انند حیوانات م هاي حیوانات بیمار و یا فرآورده
 میکروب دامداران، بنابراین دامپزشکان،. شود ایجاد می پشم

ها و  کشتارگاه شناسان، کشاورزان، چوپانان، کارگران
کنند بیشتر در  انی که در صنایع پوست و پشم کار میکارگر

 .)1(به این بیماري هستند معرض ابتلاء

چنین از اسپور این باکتري در حملات  هم
زخم استفاده شده  تروریستی در ایجاد فرم استنشاقی سیاه

 (Bacillus anthracis)باسیلوس آنتراسیس  .)2(است
، داراي دو گاباز م5/4 حلقوي به اندازه DNAیک علاوه بر 

و ) هاي توکسیک شامل ژن (pXO1پلاسمید بزرگ 
pXO2 )کپسول عامل .باشد می )هاي مولد کپسول شامل ژن 

زایی بوده و باکتري را در برابر هجوم  کننده در بیماري تعیین
توکسین با واسطه . کند ماکروفاژهاي میزبان محافظت می

 3ود که ش  ایجاد میpXO1 یا PBA1یک پلاسمید به نام 
-Protective Antigen)کننده ژن محافظت پروتئین یا آنتی

PA)  ،مولد ادم عامل (Edema Factor-EF) مولد عاملو 
  .)4، 3(کند را کد می (Lethal Factor-LF)مرگ سلولی 

PAبراي سمیت سلول میزبان در ترکیب با  LF یا 
EF  ضروري است که به ترتیب توکسین کشنده یا توکسین

 سلول گیرنده  به و داراي ناحیه اتصال)5(تولید کردهزا  تورم
 توکسین را به درون سلول هاي میزبان بوده و ورود کمپلکس

ها از طریق  این کمپلکس. )6(نماید میزبان تسهیل می
آندوسیتوز وارد سیتوزول شده و با اسیدي کردن آندوزوم، 

 barrelβ-(  هاي پروتئینی  از طریق کانالEF و LFدو عامل

 براي آنها فرآهم آورده است به PAکه ) اي هارده رشتهچ
درون سیتوپلاسم سلول میزبان نفوذ کرده در آنجا با کمک 

هاي  فعالیت) LFدر مورد  (+Zn2وکلسیم، کالمودولین 
 با ایجاد برش در سمت LF.دهند کاتالیتیکی خود را بروز می

-Mitogenانتهاي آمینی سوبستراي اختصاصی خود یعنی 
activated Protein Kinase Kinases(MAPKKs) 

هاي لازم  با این عمل سیگنال. شود  میهاباعث شکستن آن

سوي مرگ پیش   سلول به وجهت تکثیر متوقف شده
  .)7-9(رود می

باشد که   می داراي چهار ناحیه اصلیLFپروتئین 
محل اتصال   ویابد  امتداد می262 تا 1از اسیدآمینه  1ناحیه 

 دو بخش مجزا  از2ناحیه . باشد زا می ونیتبه پروتئین مص
تشکیل شده است که پس از فولدینگ در کنار هم قرار 

 551 تا 383 و 302 تا 263هاي   و شامل اسیدآمینهگیرند می
 و  تشکیل شده382 تا 303از اسیدآمینه  3 ناحیه .باشد می

 . در تشکیل جایگاه فعال آنزیمی نقش دارند3 و 2ناحیه 
، بخش  امتداد دارد770 تا 552  اسیدآمینهاز که 4ناحیه 

 +Zn2کاتالیتیک پروتئین بوده و محل برهمکنش با 
  .)10(باشد می

فرم پوستی، گوارشی و استنشاقی سه  درزخم  سیاه
اگر بیماري در مراحل اولیه تشخیص داده . افتد اتفاق می

 اما علائم ،شود ها درمان می بیوتیک شود، عفونت با آنتی
بیوتیکی موثر  د تا درمان آنتینشو  موقع ظاهر نمیهمیشه به

بنابراین واکسیناسیون براي حمایت اشخاصی که در . باشد
تعدادي از از این رو. )11(معرض خطر هستند الزامی است

 به منظور بررسی باسیلوس آنتراسیسهاي  ژن آنتی
 مورد ، ایمنی حمایتی علیه بیمارييشان براي القا توانایی

ها  ژن ترین این آنتی  شدهاز شناخته. اند ر گرفتهمطالعه قرا
ساکاریدهاي سطحی و  ، پلیSتوان کپسول، لایه  می

هایی که با یکدیگر  تنها پروتئین. هاي دیگر را نام برد پروتئین
هاي  بادي سازند، باعث تولید آنتی  را میزخم سیاهتوکسین 

د بر هاي موجو بیشتر واکسن. )13، 12(شوند قابل شناسایی می
در حال حاضر واکسن . باشند  میPAپایه کار بر روي 

 sterneکشت سویه از  در انگلستان گرفته مجوز زخم سیاه
 رشد (alum)آلوم  فیلتر شده در رسوب باسیلوس آنتراسیس

تولیدي  PAحداکثر پروتئین  است و در نتیجه داراي یافته
و  . (Anthrax vaccine precipitated-AVP)باشد می

 مریکا اجازه استفاده گرفتآنی که در ایالات متحده واکس
(Anthraxvaccine adsorbed-AVA) مشکل . است

 6(ها برنامه طولانی واکسیناسیون  اصلی این واکسن
از یک طرف و ایجاد طیف )  ماه18واکسیناسیون طی 
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بنابراین تلاش براي دستیابی به واکسنی . محدود ایمنی است
ر وسیع الطیف در برابر باکتري، طو کارآمد که بتواند به

چنان   حفاظت ایجاد کند همباسیلوس آنتراسیساسپور و سم 
  .)14(در حال انجام است
هاي  بادي دهد که علاوه بر تولید آنتی مطالعات نشان می

خنثی کننده سم که نقش مهمی در ایجاد ایمنی در موجود 
هم نقش کلیدي در تولید  +TCD4هاي  دارد، سلول

هاي خنثی کننده، تغییر کلاس و بلوغ لنفوسیتی  ديبا آنتی
در آزمایشی بر روي چهار داوطلب که از قبل با . دارند

 مشخص شد که در واکسن ، ایمن شده بودندAVPواکسن 
AVP از  درصد75 به مقدار PA از  درصد25 و LF استفاده 

 Tهاي  که میزان پاسخ اختصاصی سلول در حالی. شده است
اي بیشتر از پاسخ اختصاصی  قابل ملاحظه به طور LFبه 

که نشان دهنده توان )  برابر18(باشد   میPA به Tهاي  سلول
از  .)15(است Tهاي   در بالا بردن پاسخ سلولLFبالاي 

هاي  بادي طرفی طی آزمایشی مشخص شد که آنتی
 LF بعد از برهمکنش با LFمونوکلونال تولید شده علیه 

 که نشان دهنده اهمیت دارد LFD1بیشترین برهمکنش را با 
 مشخص شد اي مطالعهچنین طی  هم. )16(باشد این ناحیه می
 تقریباً دو برابر هر کدام از LFD1هاي  توپ که تعداد اپی

بادي را  هاي دیگر است و بیشترین تأثیر در تولید آنتی ناحیه
LFD1که  از آنجایی. )17( داردLF یک متالوپروتئاز بوده و 

شود کار بر روي کل آن ممکن  لولی میموجب مرگ س
 LFD1ورزي ژنتیکی  چنین دست هم. است خطرناك باشد

تر   دارد راحتLFتري از کل توالی  که توالی کوتاه
 PA براي بیان سالمونلا انتریکادر آزمایشی از . )18(باشد می

که این  از آنجایی. همراه یک پپتید نشانه استفاده گردید
واسطه ه  بPAباشد، پس از بیان  ه میباکتري جزو فلور رود

کند و   را به خارج از باکتري ترشح میPAوجود پپتید نشانه 
PAاگر به جاي . شود  وارد گردش خون میPA  در این

 استفاده شود، با توجه به کشندگی بالاي LFسیستم بیانی از 
LF شناسایی عامل بیماري و سالمونلا انتریکا و استفاده از

در آزمایشی امکان ورود . )19(باشد می  مشکلمقابله با آن
LF به درون سیتوزول به طور مستقل از PA به . بررسی شد

 به پروتئین فلورسانس سبز LFگیري، از امتزاج  منظور پی
(GFP) که گردید استفاده شد و مشخص LF به تنهایی 

بنابراین در دسترس . )20(توانایی ورود به سیتوزول را دارد
امري ضروري  LFD1کلونال علیه  ادي پلیب بودن آنتی

در  LFهاي  توپ واسطه وجود نیمی از کل اپیه باشد و ب می
توان از آن در شناسایی سریع چنین مواردي  این ناحیه، می

 کشنده عامل 1لذا در این تحقیق ناحیه  .بهره گرفت
پس از بیان، تخلیص  انتخاب شد وباسیلوس آنتراسیس 
بادي  هاي سوري تزریق و آنتی وشگردید و نهایتاً به م

  .کلونال علیه آن تولید گردید پلی
  

  ها مواد و روش
 lef  توالی کامل ژندر این مطالعه تجربی، 

 با شماره NBCI(بانک ژن  از باسیلوس آنتراسیسباکتري 
 هاياستخراج و به کمک نرم افزار) M29081بازیابی 

primer3 و Oligo و DNASIS وسط طراحی و تها پرایمر
 داراي جایگاه دست بالاپرایمر . شرکت سیناژن سنتز شد

 دست پایین و پرایمر BamH I شناسایی آنزیم با اثر محدود
 است که Xho I داراي جایگاه شناسایی آنزیم با اثر محدود

 BIOLABS_NEB-cutterافزار تحت شبکه  نرموسیله ه ب
  . شدندتعیین

 زیم با اثر محدودجایگاه شناسایی آنتوالی پرایمر رفت با 
BamH I: 

5'-TACGCGGATCCGGCGGTCATGGTGATGTAG-
3' 

جایگاه شناسایی آنزیم با اثر توالی پرایمر برگشت با 
  :XhoIمحدود

5'-CGCGCTCGAGATTATCTAGATAGATTTATTT 
CTTGTTCGTTAAAT-3' 

-V770-NP1سویه  باسیلوس آنتراسیسباکتري

R ) فاقد پلاسمیدpXO2 بوده ولی پلاسمید pXO1  را
از بخش هوازي  به صورت غیرفعال شده در فرمالین)دارد

 پلاسمید باکتري با استفاده از روش . شد تهیهموسسه رازي
 استخراج و با استفاده از اسپکتروفتومتري تعیین کلروفرم-فنل

 استفاده PCRغلظت گردید و به عنوان الگو در واکنش 
 125/0 ابتدا با LFD1 براي تکثیر ژن PCRواکنش . شد
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مولار   میلی2 غلظت ،)سیناژن(مراز پلیTaq میکرولیتر آنزیم
MgCl2، 4/0 ،مولار  میلی4/0 پیکومول از هر پرایمر 
dNTPs  سازي  گراد بهینه  درجه سانتی61ودر دماي اتصال

هاي ناخواسته تکثیر نهایی  به منظور جلوگیري از جهش. شد
 در )ازشرکت فرمنت( مراز  پلیPfu آنزیم زژن با استفاده ا

 شامل PCRهر واکنش .  میکرولیتر صورت گرفت25حجم 
 dNTPs ،25/0مولار  میلی 4/0 پیکومول از هر پرایمر، 4/0

 میکرولیتر بافر Pfu، 5/2 مراز پلی DNAواحد آنزیم 
10XPCR و MgSO4 50مولار و  میلی5/2 با غلظت نهایی 
  باسیلوس آنتراسیس استخراج شدهپلاسمیدهاينانوگرم از 

در اولیه  شامل یک مرحله واسرشت PCRهاي  چرخه. بود
 ثانیه، اتصال پرایمر 45گراد به مدت   درجه سانتی94دماي 

 ثانیه 50گراد به مدت   درجه سانتی61به رشته الگو در دماي 
گراد به   درجه سانتی72نظر در دماي  و تکثیر قطعه مورد

ماي ثانیه و در پایان یک مرحله تکثیر نهایی در د 70مدت 
  .)21( دقیقه بود7گراد به مدت   درجه سانتی72

 به کمک مارکر اسید نوکلئیک PCRمحصول 
)#SM0313(روي ژل سپس .  بررسی شدروي ژل آگارز

منتقل ) سیناژن(  درصد1 با دماي ذوب پایین با غلظت آگارز
شرکت ( از ژل آگارزDNAو با استفاده از کیت استخراج 

گارز با دماي ذوب پایین  از ژل آPCR، محصول )فرمنتاز
 با اثر محدود هاي  توسط آنزیمقطعه هدف .استخراج گردید

BamH I و Xho I شرکت  (وکتور بیانیبه  و برش خورده
ها برش خورده و  با همین آنزیم که(+)pET28a)اژنیک

 70واکنش الحاق به مدت . استخراج شده بود، الحاق گردید
 T4DNAوسط آنزیم گراد ت  درجه سانتی22دقیقه در دماي 

وکتورهاي نوترکیب . صورت گرفت) شرکت فرمنتاز( لیگاز
تهیه ( هاي مستعد  سلولحاصل با مکانیسم شوك حرارتی به

 سویه (E.coli)  باکتري اشرشیا کلی)شده به روش شیمیایی
BL21(DE3)PLysS(stratagen) ندشد ریختترا.  

از کشت شبانه  ،نظر بیان ژن موردبه منظور 
 5 میکرولیتر به 100 جداسازي شده میزان هاي کلون
 50 حاوي کانامایسین با غلظت  مایعLBلیتر محیط  میلی

 6/0به  ODلیتر تلقیح و پس از رسیدن  گرم در میلیمیکرو

دست آوردن میزان رشد ه براي ب(  نانومتر600در طول موج 
-β-D- یزوپروپیل، ماده القاکننده پروموترا)باکتري

 با غلظت) شرکت فرمنتاز() IPTG (یدیرانوزگالاکتوپتیو
 5مولار به محیط کشت افزوده و به مدت   میلی1 نهایی

 .)21( شدگرماگذاريگراد   درجه سانتی37ساعت در دماي 

 همراه با مارکر IPTGها قبل و بعد از القاي  نمونه
 تحت شرایط دناتوره، PR0602-S((Vivantis)#(پروتئینی
غلظت . شدندبررسی  SDS-PAGE  الکتروفورزبه وسیله

  .)21(آمپر بود  میلی25 با جریان ثابت  درصد12ژل 
به منظور تخلیص پروتئین نوترکیب تحت شرایط 

 را در حجم بالا کشت داده و کلون جداسازي شدهدناتوره، 
ها رسوب داده  پس از القاي بیان با شرایط فوق الذکر، سلول

وب اجزاي ها با سونیکاسیون و رس پس از شکستن سلول. شد
جدا بود، سلولی، محلول رویی که حاوي پروتئین مورد نظر 

براي جداسازي پروتئین مورد نظر که داراي دنباله . گردید
His-tag  است ازستونکروماتوگرافی نیکل(Ni-NTA) 

  .)22، 21(استفاده شد
براي تایید پروتئین نوترکیب بیان شده از تکنیک 

پروتئین . استفاده شد His-tagبادي ضد  ایمونوبلات با آنتی
-Bio وسترنگذاري  لکه با استفاده از سیستم تخلیص شده

rad) Mini Protean( و بافر انتقال )192 گلایسین 
و متانول   درصدSDS 1/0 مولار،  میلی25مولار، تریس  میلی

. روي کاغذ نیتروسلولز منتقل شد ):pH 3/8 و  درصد20
 PBST )NaCl 37 کاغذ نیتروسلولز با استفاده از بافر

 Na2HPO4.7H2O 3/4 مولار،  میلیKCl7/2 مولار، میلی
شیر  درصد 5حاوي  )pH :2/7 و درصد20مولار، تویین میلی

 گراد  درجه سانتی4 ساعت در دماي 16خشک به مدت 
شو با بافر و نمونه پس از سه بار شست . بلاك گردید

PBST، آنتی 10000/1 به مدت یک ساعت با رقت 
 PBSTدر بافر دار  نژوگهو کHis-tag(Ebcam) ضد بادي 

در نهایت پس از سه بار شست شو . در دماي اتاق مجاور شد
 50بافر تریس(  سوبسترا، براي آشکار سازي ازPBSTبا بافر 

 DAB ،10گرم  میلی 6حاوي  :8/7pHمولار و  میلی
پس از انجام واکنش بین . استفاده شد) H2O2 میکرولیتر
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ترا و ظاهر شدن باند پروتئینی روي کاغذ  و سوبس نژوگهوک
 21(متوقف گردید H2Oواکنش با استفاده از نیترو سلولزي، 

،22(.  
 موش 10کلونال، از  بادي پلی به منظور تولید آنتی

 موش سوري به عنوان شاهد 5سوري به عنوان تست و 
 20براي تزریق اول براي هر سر موش،. استفاده شد

 PBSاز  میکرولیتر 30 شده را با گرم پروتئین تخلیصمیکرو
حجم (ادجوانت کامل فروند  میکرولیتر 50استریل و 

با هم مخلوط و به طور ) براي هر موش میکرولیتر100نهایی
هاي بعدي از ادجوانت ناقص  در تزریق. کامل همگن گردید

 5 و 10، 15 روز 14فروند استفاده شد و با فاصله زمانی 
ده را به ترتیب فوق الذکر پروتئین تخلیص ش گرممیکرو

در . ها تزریق گردید آماده و به صورت زیر جلدي به موش
هاي کنترل  کنار هر مرحله تزریق به حیوانات تست، به موش

 همگن شده تزریق استریل PBSفقط مخلوط ادجوانت و 
  .گردید

بادي تولید شده از  گیري تیتر آنتی به منظور اندازه
 2 با الایزا هاي هر یک از چاهک . استفاده شدالایزاتکنیک 

بافر  میکرولیتر100از پروتئین نوترکیب در  گرممیکرو
 4کوتینگ پوشیده شد و پلیت به مدت یک شب در دماي 

ها با استفاده  سپس چاهک. دهی شد گراد گرما درجه سانتی
شستشو (سه بار شستشو داده شد و خشک گردید  PBSTاز 

). دشو حله انجام میها پس از هر مر و خشک کردن چاهک
 استفاده شد و به مدت  درصد3براي مسدود سازي از ژلاتین 

گراد گرما   درجه سانتی37 ساعت در شیکر انکوباتور 1
 به چاهک اول هر 100/1سرم موش با رقت . گذاري شد

 30ستون اضافه و سریال رقت انجام شد و پلیت به مدت 
اد گرماگذاري گر  درجه سانتی37دقیقه در شیکر انکوباتور 

 (AP8036, RAY BioTech)نژوگه موشیوسپس ک. شد
 دقیقه در شیکر 30ها اضافه و   به چاهک10000/1با رقت 

در مرحله . گراد گرما گذاري شد  درجه سانتی37انکوباتور 
 و OPDفسفات، -حاوي بافر سیترات(آخر محلول سوبسترا 

H2O2 (واکنش بادر نهایتها اضافه شد و  به چاهک  
H2SO4 )25 با استفاده از . متوقف گردید)حجمی درصد

 ODنانومتر  495و در طول موج الایزا ریدر دستگاه 
  .)23 ،21(ها خوانده شد چاهک

  
  ها یافته

 از آن براي pXO1 جداسازي پلاسمید پس از
 .استفاده گردید PCR به روش LF ژن 1تکثیر ناحیه 

 محصول روي ژل آگارز مورد ارزیابی قرار گرفت و
نظر از  شود قطعه مورد  مشاهده می1طور که در شکل  همان

  ). جفت باز771(خوانی داشت لحاظ اندازه با ژن هدف هم
  

  
  LFD1 و تکثیر ژن pXO1 روي پلاسمید PCR .1شکل

 PCR محصول :3 و 2 ستون اسید نوکلئیک، مارکر: 1ستون
)bp771(  

  
سازي ژن در وکتور  به منظور تأیید همسانه

 آنها بررسی و هاپس از تخلیص پلاسمید ،(+)pET28aبیانی
سازي ژن علاوه بر  براي تأیید همسانهروي ژل آگارز، 

 و BamH I و برش آنزیمی PCR از واکنش ،یابی توالی
XhoI اسید  سپس به کمک مارکر.استفاده گردید 

 ) جفت باز771( قطعه خارج شده از وکتور ه، اندازنوکلئیک
  ).2شکل (شد تأیید
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سازي ژن هدف در وکتور بیانی  تأیید همسانه. 2شکل

pET28a(+)  
 (+)pET28a  روي وکتورPCR محصول :2 و 1ستون 

)bp771( ،6 و 5 ستون اسید نوکلئیک، مارکر :4 و3 ستون: 
 و برش (+)pET28aروي وکتور با اثر محدود هضم آنزیمی 

  )bp771 (ژن
  

 با ء و القاها باکتري پس از کشت  بعددر مرحله
IPTGها،  شکست باکتري پس از . بیان ژن صورت پذیرفت

برده شد و به  SDS-PAGEروي ژل  سوسپانسیون حاصله
با توجه به . مورد بررسی قرار گرفتکمک مارکر پروتئینی 
 استفاده  درصد12از ژل  ≈kD32 وزن پروتئین نوترکیب

 نشان داد که پروتئین مورد نظر در 3 نتایج در شکل .شد
  .بیان شده ولی در نمونه شاهد بیان نشده استنمونه القا شده 

مراحل تخلیص پروتئین نوترکیب تحت شرایط 
 25مقدار . دناتوره طبق پروتکل استاندارد انجام گرفت

از محصول هر مرحله برداشته و براي الکتروفورز  میکرولیتر
SDS-PAGE همان .  استفاده گردید درصد12 روي ژل

تئین مورد نظر به  مشخص است پرو4 که در شکل طور
  . از ستون جدا شد=pH 5/4 با Eوسیله بافر 

  

  
-SDS و بررسی آن با الکتروفورز LFD1بیان ژن . 3شکل

PAGE 
 نمونه القا شده با :2 نمونه شاهد القا نشده، ستون :1ستون 
IPTG و پروتئین kD32 مارکر پروتئین:3، ستون   

 

  
 Ni-NTAتخلیص پروتئین از ستون. 4شکل

آوري   جمعD بافر :2آوري شده، ستون  جمعCبافر  :1ستون
 MES بافر :4آوري شده، ستون   جمعE بافر :3شده، ستون

 نمونه حاوي :6 مارکر پروتئین، ستون:5آوري شده، ستون جمع
 (Flow)آوري شده از ستون  پروتئین جمع

  
به منظور تأیید محصول پروتئینی از تکنیک 

ضد بادي  ش از آنتیدر این رو. استفاده شدوسترن بلات 
His-tag در ستون تست که مربوط 5 در شکل .استفاده شد 
 kD32 است یک باند در نزدیکیIPTGالقا شده با به نمونۀ 

 IPTGشاهدکه تحت القاي شود که در ستون  مشاهده می
  .شود مشاهده نمینبوده 
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  . وستر بلاتتایید پروتئین حاصل با. 5شکل
و وجود باند در ناحیه  IPTG القا شده بانمونۀ  :1ستون 

kD32 نمونه شاهدکه تحت القاي :2، ستون IPTG نبوده و 
   مارکر پروتئینی:3عدم وجود باند، ستون 

  
بادي علیه پروتئین نوترکیب  براي تعیین تیتر آنتی

با . روش الایزا مورد استفاده قرار گرفت در سرم موش
با پروتئین ، نتایج حاصل از آزمایش الایزا 1بررسی نمودار 

دهد که پس از هر مرحله از تزریق  نوترکیب نشان می
بادي در مقایسه با کنترل قابل توجه  افزایش تیتر آنتی

دست آمده از تست در مقایسه با ه  بODبالاترین . باشد می
 آناي دارد، این نتیجه بیانگر  کنترل تفاوت قابل ملاحظه

بادي به میزان  قدرت تولید آنتیتولید شده است که پروتئین 
  . زایی آن متصور است لازم را دارد و در نتیجه انتظار ایمنی

  

  
 بادي تولید شده با استفاده از تکنیک تعیین تیتر آنتی. 1نمودار 

  الایزا

  بحث
 .E در باکتري LFD1در این مطالعه تجربی ژن 

coli-BL21(DE3)PlysS  بیان گردید و پروتئین آن با
امروزه . ی تمایلی استخراج گردیداستفاده از کروماتوگراف

هاي بیوتکنولوژي  هاي نوترکیب از روش براي تولید پروتئین
اشرشیاکلی به عنوان میزبانی براي بیان . شود استفاده می

هاي نوترکیب هم در تحقیقات و هم در صنعت به  پروتئین
در این تحقیق نیز براي تولید . شود طور گسترده استفاده می

LFD1 از سویه  نوترکیبBL21 به عنوان میزبان استفاده 
، DegPشد که فاقد پروتئازهاي سیتوپلاسمی از جمله 

OmpT ،Lon و HtpRبنابراین بیان مناسب . باشد  می
LFD1 در این میزبان به دلیل عدم حضور این پروتئازها 

نتایج به دست آمده در این تحقیق مانند بیان بالا . )18(باشد می
روتئین نشان دهنده مناسب بودن و استخراج آسان پ

  . باشد هاي مورد استفاده می روش
 و تولید LFD1به منظور تعیین ایمونوژنیسیته 

هاي  کلونال علیه آن، این پروتئین به موش پلی بادي آنتی
مطالعات اخیر به منظور تهیه . سوري تزریق شده است

 و ضرورت استفاده LFزخم نشان دهنده اهمیت  واکسن سیاه
  .باشد آن در طراحی این واکسن میاز 

 LF مطالعات پارك که در آن 2000در سال 
 .E در شاتل وکتور (LF- E687C) غیرفعال LFوحشی و 

coli-Bacillusاین .  وارد و بیان شدندLF هاي تولید شده 
در . )24(گردیدند به منظور مطالعات کریستالوگرافی استفاده

 در LF اهمیت  مطالعات پرایس نشان دهنده2001سال 
 را در وکتور بیانی LFطراحی واکسن بود که در آن ژن 

بعد از پوشاندن پلاسمیدها .  وارد کردندpCIیوکاریوتی 
روي نانو ذرات طلا، به موش تزریق و مشخص شد که این 

زخم  نانوذرات قادر به ایجاد ایمنی در موش در برابر سم سیاه
ا نشان داد که  مطالعات جسیک2007در سال . )25(باشد می

بادي   تیتر آنتیLFD1- Lichenaseپروتئین ممزوجی 
ها قدرت خنثی سازي  بادي کند که این آنتی بالایی تولید می

در سال  .)12( را دارند شرایط آزمایشگاهیزخم در سم سیاه
 را به صورت مجزا LFهاي   آقاي بائیلی تمامی دومین2010
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نها را بررسی نمود زایی آ کلون و بیان نمود و خواص ایمنی
   .)10(زایی را داشت  توان ایجاد ایمنیLFD1که فقط 

نتایج به دست آمده در این تحقیق نشان دهنده 
 در تحریک سیستم ایمنی و ایمونوژنیسیته LFD1توان بالاي 

که تاکنون در کشور  با توجه به این. باشد بالاي آن می
ات آینده زخم تولید نشده است در مطالع واکسنی براي سیاه

از طرفی عامل .  استفاده نمودLFD1توان از  در این زمینه می
باشد و بروز علائم   میLFزخم  اصلی در کشندگی سیاه

مطالعات . ژن دارد بیماري و مرگ نیاز به عملکرد این آنتی
 به تنهایی قدرت ورود به LFدهد که  کاشنر نشان می

ده امکان سیتوزول را دارد و مطالعات گارموري نشان دهن
هاي فلور روده انسان و حیوانات   در باکتريLFبیان ژن 

لذا براي شناسایی سریع بیماري استفاده  .)20، 19(وجود دارد
بادي علیه  باشد و در این تحقیق آنتی  ضروري میLFاز 

LFD1تولید شده است .  
  

  گیري نتیجه
با توجه به بیان مناسب و تخلیص کم هزینه 

ژن براي این مطالعه  ه از این آنتی استفادLFD1ژن  آنتی
نشان  LFD1بادي تولید شده علیه  تیتر آنتی .باشد مناسب می

توان از این  دهنده ایمونوژنیسیته بالاي آن بوده و می
  .زخم استفاده نمود بادي در شناسایی سریع سیاه آنتی

  تشکر و قدردانی
مهدي رضائی آقاي نامه   بخشی از پایانمطالعهاین 

. باشد ی ارشد زیست شناسی سلولی و مولکولی میکارشناس
لذا از گروه و مرکز تحقیقات زیست شناسی دانشگاه جامع 

که حامی این تحقیق بودند کمال تشکر را ) ع(امام حسین
  .داریم
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