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Abstract 
              Background: Vibrio cholera toxin B (CTB) subunit is the pentameric non-toxic portion 
of cholera toxin (CT) which is responsible for the holotoxin binding to the GM1 ganglioside 
receptor present on nucleated cells. this study was to produce, purify, and verify recombinant 
CTB (rCTB) subunitin prokaryotic system.                                                                                       
             Materials and Methods: In this experimental study, rCTB expression vector (pET-28a) 
which could be induced in E. coli (BL21) was designed and synthesized. Then the recombinant 
expression strains containing the result of IPTG interaction were induced and the rCTB was 
generated on small and large scales. The rCTB produced through Ni2+-charged resin, after 
refolding and free of possible CTA contaminants, was extracted. After purification, rCTB was 
verified by Western blotting.                                                                                                             
             Results: The results indicated the level of purification to be about 480µg of purified 
active pentameric rCTB for each liter of the induced culture. Also, Western blotting analysis 
showed that recombinant CTB is strongly and specifically recognized by polyclonal antibodies 
against the cholera toxin.                                                                                                                   
             Conclusion: The findings of this study demonstrated that E.coli is an available host for 
production of CTB. In addition, the designed host and vector can be used in large scale 
production of this protein.                                                                                                                   
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  چکیده

شود که این بخش مسئول  بخش غیرسمی و پنتامریک محسوب می اواحد بتاي انتروتوکسین ویبریو کلر زیر: زمینه و هدف
 زیر واحد بتاي در این بررسی سعی شد .دار است هاي هسته واقع در سلول GM1لوتوکسین به گیرنده گانگلیوزید اتصال هو

  .ید گرددأی در سیستم پروکاریوتی تولید، تخلیص و تتوکیسن ویبریوکلرا
 در ء قابل القاpET-28a  زیر واحد بتاي توکسین ویبریوکلرا نوترکیبحاملدر این مطالعه تجربی ابتدا : ها مواد و روش

 تیوگالاکتو - دي- بتا- ایزوپروپیلثیر أسپس سویه بیانی تحت ت. طراحی و ساخته شد) BL21( داخل سویه بیانی اشرشیاکلی
پروتئین نوترکیب .  در مقیاس کوچک و بزرگ تولید شدنو ترکیب زیر واحد بتاي توکسین ویبریوکلرا و پروتئین ء القاپیرانوزید

در انتها .  توکسین استخراج شدAواحد   بدون آلودگی با زیرچند برابر شدنه از ستون رزین نیکل پس از تولید شده بااستفاد
  . نهایی شدتأیید استخراج و تخلیص شده با آزمایش وسترن بلاتینگ پروتئین نوترکیب زیر واحد بتاي توکسین ویبریوکلرا

 میکروگرم به ازاي هر 480 با این روش حدود کسین ویبریوکلرازیر واحد بتاي تو پروتئین نوترکیبمیزان تخلیص : ها یافته
طور قوي و اختصاصی با ه بلاتینگ نیز نشان داد پروتئین نوترکیب تخلیص شده بآزمایش وسترن . شده بودءلیتر از محیط القا

  .دهد بادي ضد انتروتوکسین ویبریو کلره واکنش می آنتی
.  باشدزیر واحد بتاي توکسین ویبریوکلرا قابل دسترسی براي تولید پروتئین نوترکیب تواند میزبان اشرشیاکلی می: گیري نتیجه

  .میزبان طراحی شده براي تولید انبوه این پروتئین استفاده کرد توان از وکتور و همچنین می
  (rCTB) لرازیر واحد بتاي توکسین ویبریوک  پروتئین نو ترکیب تخلیص، توکسین وبا، وسترن بلاتینگ،:واژگان کلیدي
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  مقدمه
ویبریوکلرا عامل سببی بیماري مهلک وبا است که 

این ارگانیسم . کند اغلب کشورهاي جهان سوم را درگیر می
به خانواده ویبریوناسیه  علقباکتري گرم منفی است که مت

رغم درمان بیماران مبتلا به وبا با جایگزینی آب و یعل. باشد می
  زیادي همراهمیر مرگ وبا ها هنوز این بیماري  الکترولیت

در مناطقی که داراي وضعیت بهداشتی مطلوبی . باشد می
صورت اندمیک بوده و در این مناطق ناقلین  وبا اغلب به نیستند

مت عامل اپیدمی در بیماران با نقص ایمنی نظیر بدون علا
  .)1-3(کودکان، افراد مسن و مسافران هستند

زایی متعددي  ویبریوکلرا داراي فاکتورهاي بیماري
 Iاین باکتري واجد دوکروموزوم است که کروموزوم . است

 و کلراتوکسینزایی نظیر  آن واجد تمام فاکتورهاي بیماري
 در اویبریو کلر. است با توکسینپیلی تنظیم شونده مرتبط 

هاي   کلونیزه شده و گیرندهTCPاستفاده از  روده کوچک با
پس از اتصال، باکتري . کند ایی را درگیر می ه اپیتلیوم رود
. کند هماگلوتینین آزاد می/همراه پروتئاز را به انتروتوکسین

هماگلوتینین خارج سلولی، مسئول شکافت زیر واحد /پروتئاز
Aن  توکسی)CTA ( در ناحیهArg 192و تولید دو زیر  

است که توسط یک پیوند ) CT1 , CT2( تر کوچکواحد 
ایی  این تغییرات پس ترجمه.  می شوندم متصل هضعیف به

کاملا ضروري ) cAMPافزایش تولید (براي فعالیت توکسین 
  .)3-5, 1(است

متعلق به خانواده بزرگ ) CT(کلرا توکسین 
این توکسین پروتئین اولیگومري .  استABهاي  توکسین

 A ) CTAواحدهاي هترودایمریک  است که متشکل از زیر
واحدهاي  و زیر)  دالتون27400با وزن مولکولی حدود 

 58000وزن مولکولی حدود  با) B)CTB  هوموپنتامري
مانند داشته و   آرایش حلقهCTBپنج مونومر . است) دالتون

ي اپیتلیال ژژنوم ها  سلولGM1داراي محل اتصال به 
هاي ایمنی  تنهایی موجب تعدیل پاسخ  بهCTB. )5 ،1(هستند

دهد تجویز خوراکی  ها نشان می بررسی .شود مخاطی می

CTBژن پروتئینی موجب افزایش  همراه یک آنتی  به
ژن پروتئینی در موش   مخاطی اختصاصی آنتیIgAهاي  پاسخ

 CTBتنشاقی  علاوه بر این تجویز خوراکی یا اس.)6(شود می
 که به پروتئین کونژوگه شده است موجب القا حاملیعنوان ه ب

ژن اختصاصی   ترشحی نسبت به آنتیIgAهاي  پاسخ
ایی  دهد تجویز روده ها نشان می  همچنین بررسی.)7،8(شود می

 خوراکی تحملطور بسیار موثري   بهCTBهمراه  پروتئین به
  .)9 ،8(کند لقا میتنهایی ا ها به را نسبت به تجویز پروتئین

 موجب افزایش CTBو   CTدهد  بررسی نشان می
 و CTبنابراین . شود  میIgA تعویض ایزوتایپی آنتی بادي

CTBهاي محرك مولد   موجب افزایش تعداد سلولIgA در 
ساکارید موجود در   فعال شده با لیپوپلیBهاي  میان سلول

 IgAپی  ایزوتایتعویضهمچنین ). 10(شود هاي پیر می پلاك
فاکتور رشد لنفوسیت  با همکاري CTBالقا شده توسط 

(Tcell Growth Factor- ß1=TGF-ß1) بوده و نیاز 
  .)10( داردIL-2به کوفاکتور 

 بسیار CTهاي اخیر خواص ایمونولوژیکی  در سال
عنوان ایمونوژن   بهCTامروزه . مورد توجه قرار گرفته است

عنوان ادجوانت  هقوي محرك مخاط دهانی بوده همچنین ب
 سمیت .)11(باشد ها می بسیار قوي براي تجویز سایر پروتئین

CT موجب محدود شدن آن براي واکسیناسیون انسانی 
طور وسیعی بدون عوارض جانبی   بهCTBدر مقابل . شود می

عنوان ایمونوژن مخاطی در انسان مورد استفاده قرار  به
تواند کاربرد   میCTBلذا تولید پروتئین نوترکیب . گیرد می

استفاده از . هاي خوراکی داشته باشد فراوانی در تهیه واکسن
 گیر مقدار آنتی  موجب کاهش چشمCTBهمراه  ژن به آنتی

 موجب کاهش دوزهاي و  شدهژن لازم براي واکسیناسیون
  .)12(شود هاي خوراکی می یادآور در تجویز واکسن

ی هاي ایمونولوژیک  موجب مهار پاسخCTBتجویز 
   Iهاي تیپ ایمنی، آلرژنخود هاي  ناخواسته مرتبط با بیماري
 همچنین تجویز .)13-9،16، 8 (شود و رد پیوند آلوگرافت می

جاي پیشگیريه عنوان درمان ب  بهCTB-ژن کونژوگه آنتی
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  .مطرح است
 مشتمل بر کشت CTBهاي قدیمی تخلیص  روش

 باکتري آوري محیط کشتی بود که زا و جمع انبوه باکتري سم
 ها باتوجه به این در استفاده از این روش. در آن رشد کرده بود

شکل کاملا خالص وجود   بهCTBکه امکان جداسازي 
 و CTA لذا پروتئین تخلیص شده داراي مقادیري ،نداشت

هاي ناخواسته بود که همین امر موجب محدود  سایر پروتئین
  .ها شد شدن استفاده از این روش

لفی در زمینه تولید این پروتئین هاي مخت بررسی
ها  ها از سیستم انجام شده است، اما در تمامی این بررسی

. یوکاریوتی یا ارگانیسمی غیر از اشرشیاکلی استفاده شده است
که استفاده از سیستم بیانی پروکاریوتی ساده و  با توجه به این

  استفاده از اینمطالعه لذا هدف از این ، مقرون به صرفه است
 کمترین هزینه بیشترین مقدار پروتئین تولید اسیستم است تا ب

در واقع این اولین گزارش از تولید و تخلیص پروتئین . شود
 است که از سیستم اشرشیاکلی استفاده شده CTBنوترکیب 

  .است
  ها مواد و روش

 سویه باکتري ویبریو در این مطالعه تجربی،
 هاي سویه. تهیه شدزا از انیستیتو پاستور تهران  توکسین
E.coli)DH5α  وBL-21 ( از شرکتInvitrogen 

همچنین .  تهیه شدNovagen از شرکت pET-28aکتور وو
) آلمان-مرك(  آگار و مایعL.Bهاي  در این بررسی از محیط

  .بیوتیک کانامایسین شرکت سیگما استفاده شد و آنتی
 براي بیان pET-28aدر این بررسی از وکتور 

 طول داشته، bp 5369این وکتور .  استفاده شدCTBپروتئین 
 T7 پروموتور و T7داراي ژن مقاومت به کانامایسین و 

 CTB بروي ژن  PCRبدین ترتیب که ابتدا . ترمیناتور است
زا انجام شد براي این منظوراز پرایمرهاي  از سویه استاندارد سم

5'-ATTAAGCTTCCATGATTAAATTAAAATTTGG-3' و  
5'-ATCCTCGAGATTTGCCATACTAATTGCG-3'   

 هضم  PCR و محصولحاملروي ر سپس ب.  استفاده شد

 انجام و Hind IIIو  Xho I  از دو آنزیمهدوگانه با استفاد
 نوترکیب حاملدر ادامه . محصول واکنش در هم الحاق شدند

. شد تا در حد انبوه تکثیر پیدا کندمنتقل  DH5αتهیه شده در 
) BL21(اج و به میزبان بیانی  نوترکیب استخرحاملسپس 
 استفاده BL21که توجه به این در این بررسی با(  شدندمنتقل

 استفاده حاملبیوتیک   بود لذا تنها از آنتیpLYsSشده فاقد 
 آگار حاوي کانامایسین کشت داده LBو در محیط ) شد

  .شدند
گار   آLBهاي رشد کرده بر روي محیط  از کلنی

کلونی تک انتخاب و هر کدام به طور  میلی لیتر 5مرحله قبل، 
 براث حاوي کلرامفنیکل و LBمحیط میلی لیتر 5 جداگانه به

قرار داده گراد  درجه سانتی 37کاناماسین افزوده و در دماي 
ها به  که کدورت ناشی از رشد باکتري پس از این. شدند

لیتر  رسید؛ یک میلی) نانومتر  600 در طول موج ( 7/0حدود 
 4 به. یط کشت به عنوان نمونه القاء نشده انتخاب شداز هر مح
-IPTGIsopropyl-β-Dمحلول   محیط باقیماندهمیلی لیتر

thiogalactopyranoside  میلی مولار1 با غلظت نهایی  
 اتفاق افتد و مجدداً CTBافزوده شد تا رونویسی از ژن 

 4هاي القاء شده و القاء نشده به مدت  انکوباسیون محیط
  .ادامه پیدا کردگراد  درجه سانتی 37 درساعت 

هاي  ، کلیه سوسپانسیونCTBبراي بررسی بیان ژن 
 دقیقه سانتریفوژ شدند و 5 به مدت g5000باکتریایی در 

-X5 (SDS( از بافر نمونه l 100رسوب حاصل از آنها در 

PAGEدقیقه 10ها را به مدت  کلیه نمونه.  حل و مخلوط شد 
ها را به  کلیه نمونهدر نهایت رت داده ماري جوش حرا در بن
 حرارت داده در نهایت  جوش ماري   بن  در  دقیقه10مدت 
l 30 -20ژل ها در کنار مارکر پروتئینی الکتروفورز   از نمونه

 پس از رنگ .ند شدSDS-PAGE)( درصد 15آکریل آمید 
 CTB، حضور پروتئین G-250آمیزي ژل با کوماسی 

ي القاء شده و القاء نشده با یکدیگر ها نوترکیب در نمونه
 حاويBL-21اي از باکتري  ابتدا کشت تازه  .مقایسه شدند
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لیتر از این کشت به   میلی5 نوترکیب تهیه شد؛ سپس حامل
 براث حاوي کانامایسین که در LB کشت هاي محیط
 اضافه گردید و ،لیتري آماده شده بودند  میلی300هاي حجم
قرار )  درجه سانتی گراد37(شیکردار ها در انکوباتور  کشت

ها به  که کدورت ناشی از رشد باکتري گرفتند، پس از این
ها با   کشت،رسید) نانومتر 600 در طول موج ( 7/0حدود 
 ساعت 4مدت   القاء و بهIPTG  میلی مولار1نهایی  غلظت

 دقیقه 15 به مدت g10000ها در  سپس محیط. انکوبه شدند
  . آوري شدند ات سلولی جمعسانتریفوژ و رسوب

در بافر  رسوبات سلولی تهیه شده به کمک ورتکس
حل ) Tris-EDTA-TritonX100حاوي  (IBشستشوي 

فریز درجه سانتی گراد  -70و در )  حجم کشت اولیه1/0(شد 
 لیزوزیم به g/ml 100سپس از . و مجدداً ذوب گردیدند

وي یخ قرار  دقیقه در دماي اتاق ر30مدت  رسوب افزوده و به
 افزوده و PMSF  میلی مولار1 هاي فوق به محلول. داده شد

پس . اي انجام شد  دقیقه2 سیکل 8عمل سونیکاسیون به تعداد 
براي حذف ( سولفات منیزیم میلی مولار10از سونیکاسیون، 

EDTA ( وg/ml10 آنزیم DNAse به محلول سونیکیت 
. ق قرار گرفت دقیقه در دماي اتا15شده افزوده و به مدت 

درجه سانتی  4  در دمايg10000 دقیقه در 10لیزات سلولی 
 آمده به کمک ورتکس در به دستپلت . سانتریفوژ شدگراد 

سانتریفوژ .  حل گردیدEDTA بدون IBبافر شستشوي 
 فاقد IBها در بافر شستشوي  مرحله قبل تکرار و انکلوژن بادي

EDTA و Tritonانتریفوژرسوب حاصل از س.  حل شدند 
 براي مراحل بعدي تخلیص در فریزر )ها انکلوژن بادي(

 .نگهداري شدند

 10هاي حاصل از کشت انبوه در  انکلوژن بادي
 6گوانیدین هیدروکلراید ( لیتر از بافر لیز گوانیدیوم میلی

 میلی 500 میلی مولار، کلرید سدیم 20مولار، سدیم فسفات 
ز سانتریفوژ به کمک ورتکس حل شدند و پس ا) مولار

)g2000 ،5مواد غیرمحلول رسوب و مایع رویی براي )  دقیقه
  .انجام کروماتوگرافی آماده گردید

هاي نوترکیب با روش  تخلیص پروتئین
مراحل زیر رزین نیکل طبق با  میل ترکیبی کروماتوگرافی

 ProBond) لیتر از رزین نیکل  میلی5حدود : انجام گرفت

Nickel-Chelating Resin , Invitrogen, USA( 
رزین با .  شد جاي گذاريدر داخل ستون کروماتوگرافی

 Denaturation Binding مقدار کافی از محلول

Buffer   ) میلی مولار، 20 مولار، فسفات سدیم 8اوره 
هاي حل  انکلوژن بادي. شستشو و به تعادل رسید) کلرید سدیم

. وارد شدندشده در بافر گوانیدیوم به آرامی بر روي ستون 
 Denaturationلیتر از محلول   میلی20ستون با حجم تقریبی 

Wash Buffer )  میلی 20  سدیم مولار،  فسفات8اوره 
شستشو با . شستشو شد ) میلی مولار500مولار، کلرید سدیم 

 میلی 250فسفات دي هیدروژن سدیم ( میلی لیتر از محلول 30
ادامه پیدا )  مولار3ول  مولار، ایمیداز5/2مولار، کلرید سدیم 

لیتر از محلول    میلی8-12 نوترکیب با CTBدر نهایت، . کرد
Native Elution Buffer  ) فسفات دي هیدروژن سدیم

 ) مولار6 مولار، ایمیدازول 5/2 میلی مولار، کلرید سدیم 250
. آوري شدند لیتري جمع  میلی2هاي  شستشو و در حجم

 SDS-PAGE 15 ژل هاي تخلیص شده بر روي پروتئین
درصد الکتروفورز و با روش برادفورد مورد سنجش قرار 

  . گرفتند
 پروتئین بیان تأییدهدف از آزمایش وسترن بلاتینگ 

  هايابتدا رسوب ،براي انجام این تست.  بودهو تخلیص شد
 نوترکیب CTBباکتریایی مرحله القاء و غیرالقاء به همراه 

یل آمید الکتروفورز درصد ژل آکر 15خالص شده در ژل 
SDS-PAGE) 15تعدادي کاغذ خشک کن .شدند)  درصد 

  دقیقه در بافر انتقال30به اندازة ژل بریده شد و به مدت 
 PVDFغشاء . قرار گرفت)  بیس، گلایسین، متانول-تریس(
)Polyvinylidene fluoride ( ثانیه در متانول 30به مدت 

ر بافر انتقال قرار داده  دقیقه د5 دقیقه در آب مقطر و 1مطلق، 
 با روش PVDFانتقال باندهاي پروتئینی از ژل به غشاء . شد

Wet ولت از قطب مثبت به منفی به مدت 25 در ولتاژ 
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پس از اتمام انتقال، غشاء به مدت .  ساعت انجام گرفت12
 )PBS درBSAدرصد  2( ساعت در بافر مسدود کننده یک

 دقیقه در بافر 5 به مدت  بار هر بار4غشاء را . قرار گرفت
PBS-T )  شستشو داده  )20تریس بیس، کلرید سدیم، توین

 که از CTB ساعت در آنتی سرم علیه 5/1و سپس به مدت 
. قرار داده شد) PBS-T در 1:1000رقت (ژاپن تهیه شده بود 

 ساعت در رقت 5/1غشاء پس از شستشوي مجدد به مدت 
 IgG-HRP  (یدازپراکس کونژوگه با بادي  آنتی1:2500

(Anti Rabbit در نهایت پس از شستشوي . قرار داده شد
 میلی گرم در 5/0(کامل غشاء، ده میلی لیتر معرف رنگزار 

 پراکسید  درصد1/0 به همراه  دي آمینو بنزیدینمیلی لیتر
 بر روي آن اضافه شد و در تاریکی PBS)هیدروژن در 

با مقدار کافی  و پس از ظاهر شدن باندها، غشاء انکوبه شد
   .شده آب مقطر شستشو داد

  نتایج
 pET-28a/CTB نوترکیب حاملدر این بررسی از            

 طوري طراحی شد حامل. پس از طراحی و تولید استفاده شد
 و C تولید شده در هر دو انتهاي CTBتا پروتئین نوترکیب 

N 6 ترمینال واجد انتهايXHis-tag بوده و تحت پروموتور 
T7  قابل القا باشد تا تخلیص آن با استفاده از رزین و ستون

زیر واحد بتاي   پروتئین نوترکیببیان .تمایلی نیکل انجام شود
اس کوچک و ی در مق(rCTB) انتروتوکسین ویبریوکلرا

 15 در ژل SDS-PAGEاستفاده از الکتروفورز  بزرگ با
ن در این بررسی بهترین و بالاتری). 1شکل( درصد بررسی شد

مولار به ازاي هر  میزان تولید زمانی بود که از غلظت یک میلی
ه القا در نبراي دستیبابی به این غلظت بهی(دلیتر استفاده ش میلی

هاي مختلف انجام شد، در نهایت تولید بهینه در این  غلظت
که کشت انبوه در حجم  همچنین زمانی). غلظت تائید شد

 480( تئین تولیديلیتر بود بیشترین پرو  میلی300-250
هاي بالاتر نظیر یک  نسبت به حجم) لیتر میکروگرم به ازاي هر

 .وجود داشت ) میکروگرم به ازاي هر لیتر کشت320(لیتر 
 rCTBهمچنین بررسی ما نشان داد مقادیر بالایی از پروتئین 

ها قرار داشتند که پس از  تولید شده در داخل انکلوزیون بادي
- و تحت شرایط تخلیصبر شدنچند برامحلول سازي، 

دناتوراسیون و با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی تخلیص 
 SDS-PAGEآوري شده با  هاي جمع بررسی نمونه. شدند

. صورت مونومر بودند هاي تهیه شد به Rctbنشان داد 
همچنین آزمایش برادفورد انجام شده با استفاده از منحنی 

 با این روش rCTBیزان تولید  م؛استاندارد آلبومین نشان داد
  . میکروگرم به ازاي هر لیتر بود 480

 بیان و تخلیص شده با rCTBدر این بررسی 
و آزمایش CT  آنتی بادي هاي مونوکلونال علیه استفاده از

طور   تخلیص شده بهrCTB .وسترن بلاتینگ تائید شد
در این . بادي اختصاصی واکنش نشان داد اختصاصی با آنتی

عنوان کنترل مثبت   تجاري شرکت سیگما بهCTBش ازآزمای
  ).2شکل (استفاده شد

 
  بحث

 از CTB و CTدهد  هاي مختلف نشان می بررسی            
با توجه به . هاي مخاطی هستند مهمترین و بهترین ادجوانت

هاي حیوانی   در انسان، استفاده از آن به مدلCTسمیت 
ها  ، از سیستمCTBتولید با توجه به اهمیت . محدود شده است

در . هاي مختلفی براي تولید استفاده شده است و میزبان
 اشرشیاکلی نظیر هایی هاي انجام شده از سیستم بررسی

حتی  و لاکتوباسیلوس، باسیلوس برویس ،)17،18(
). 19-22(.استفاده شده است CTAهاي  ویبریوکلراي فاقد ژن

رکیب تولید شده در تمام مطالعات انجام شده پروتئین نوت
ها بوده و  صورت کونژوگه همراه سایر پروتئین معمولا به

  .)20 ،18( شده استتأییدخاصیت ادجوانتی آن 
CTBها متصل شده  ژن  با اتصال کووالانتی به آنتی

 GM1هاي مخاطی از طریق گانگلیوزید  و آنها را به سلول
ي ها این ارائه موجب تحریک و فعال شدن پاسخ. کند حمل می

هاي عرضه کننده  ژن با سلول کنش آنتی ایمنی از طریق میان
. شود واقع در مخاط گوارشی و تنفسی می) APC( ژن آنتی
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: Lane 2.، که نشان دهنده پروتئین مربوطه استIPTG بیان شده تحت تاثیر rCTBپروتئین : CTB .Lane 1 بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب .1شکل 
  . تخلیص شدهrCTBپروتئین : Lane3 پروتئینی، مارکر

  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

 14KD ( ،Lane 2 :CTBباوزن تقریبی (تخلیص شده   تولید وLane 1 :rCTB. بادي اختصاصی با استفاده از آنتیrCTBبلاتینگ  آنالیز وسترن.2شکل 
  ئینیمارکر پروت: Mکنترل منفی ، : 12KD ( ،Lane 3با وزن (تجاري شرکت سیگما 

عنوان سیستم انتقال بین مخاطی براي   بهCTBعلاوه براین 
زمانی   گیرد خصوصا   دهانی مورد استفاده قرار میتحمل ءالقا

   .)8،9،23(ها کونژوگه شده باشد ها یا آلرژن ژن که با اتوآنتی
 rCTB در پروتئین 6XHis tagحضور دو انتهاي واجد 

. ئین پس از بیان شدتهیه شده موجب تسهیل تخلیص این پروت
  میزان و افزایش  پروتئین   اندازه   شدن    بیشتر  علت این امر 

چسبندگی آن به رزین نیکل بود که در نتیجه شستشو خارج 

با این وجود مقدار . نشده و تنها در مرحله آخر تخلیص شد
 درصد مقدار 15کلی پروتئین تخلیص شده در ابتدا حدود 

 که پس از بهبود روش تخلیص این پروتئین بیان شده بود
این مقدار  رسد نظر می به.  درصد افزایش پیدا کرد45مقدار به 

 از پروتئین نوترکیب تولید شده توانایی تحریک تولید آنتی
علت اصلی این  . هاي سیستمیک و مخاطی را داشته باشد بادي

  300دلیل کاهش حجم کشت از یک لیتر به ه افزایش بیشتر ب

4/14 KD 

14 KD rCTB 

10 KD 

rCTB Commercial CTB 
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 ساعت 4از  هاي القا شده پس تر، برداشت باکتريمیلی لی
  درهمچنین. پروتئاز بود  به عنوان آنتیPMSFاستفاده از و

شود که  تصویر ژل الکتروفورز باندهاي متعددي مشاهده می
 است که BL21ها مربوط به خود باکتري  تمامی این پروتئین

تاثیري در بیان پروتئین ما ندارد و در طی فرایند تخلیص 
نشان داد یکی از مهمترین مراحلی  بررسی ما. شوند حذف می

 مراحل ،کند که در آن میزان تخلیص پروتئین کاهش پیدا می
بود که طی آن مقادیر  (Refolding)چند برابر کردن 

چه در نتایج حاصل  اگر. رود  از دست میrCTBفراوانی از 
نیز از بررسی دیگران مقادیر ناچیزي اشکال دایمر و تترامر 

وجود داشت، در بررسی ما پس از تخلیص تنها فرم مونومر 
 تجمع و ،ها نشان داده است امروزه بررسی. وجود داشت

در .  استCTBغلظت عوامل مهم تجمع اشکال مونومر 
که در نمونه تجاري از  بررسی وسترن بلاتینگ با توجه به این

ا شود لذ  براي بیان این پروتئین استفاده میCTBداخل ژن 
اندازه آن نسبت به پروتئین نوترکیب ما که از کل پروتئین 

 حدود( تر کوچک ،استفاده شده است) دالتون  کیلو14حدود (
   .است) دالتون  کیلو12

بررسی ما اولین مورد از تولید و تخلیص پروتئین 
 است که از اواحد بتاي انتروتوکسین ویبریوکلر نوترکیب زیر
 از آنجائی. بیانی استفاه شده استعنوان سیستم  اشرشیاکلی به

 داراي رشد سریعیکه اشرشیاکلی سویه بیانی ارزان، مناسب و 
شود،  هاي بیانی محسوب می  لذا یکی از بهترین میزبان،است

شود با بهبود دوباره روش بیان و تخلیص این  لذا پیشنهاد می
  . را تهیه نمودrCTBتوان مقادیر بیشتري از  پروتئین می

  
  گیري نتیجه

واحد بتاي ر توجه به اهمیت پروتئین زی با
عنوان ادجوانت در صنعت واکسن   بهاانتروتوکسین ویبریوکلر

دست آمده از این بررسی و مقایسه  توجه به نتایج به سازي و با
رسد اشرشیاکلی میزبان  نظر می هاي مشابه به آن با بررسی5

واحد بتاي  مناسبی براي تولید و تخلیص پروتئین نوترکیب زیر
  . باشداانتروتوکسین ویبریو کلر

  
  تشکر و قدردانی

پایان نامه که بررسی فوق بخشی از  با توجه به این
استفاده از ذرات نانو در " با عنوان دوره دکتراي نویسنده اول 

 بود، از تمام اساتید و "شناسیایی سریع سم ویبریوکلره
درس کمال دانشجویان گروه باکتري شناسی دانشگاه تربیت م

 بودجه پژوهشی این طرح از ضمناً. تشکر و قدردانی را دارم
  .طرف دانشگاه تربیت مدرس تامین شده بود
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