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 بررسی و مقایسه میزان ایمنی زایی پروتئین هاي نوترکیب زیر واحد اتصالی       
  A)تایپ ( توکسین هاي کزاز و بوتولینیوم

  
  6حسن بوستانی، 4، مرضیه ابراهیمی3،1، مجتبی سعادتی3رضا اولاد ، غلام2، جعفر سلیمیان5،1، علی میري3،1احسان رضایی

  

  تهران) ع(نشگاه جامع امام حسینسی، داگروه و مرکز تحقیقات زیست شنا) 1
  تهران) عج(مرکز تحقیقات میکروبیولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله) 2
  تهران) عج(مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله )3

  رویان تهران پژوهشگاه انشگاهی،د جهاد سلولی علوم تحقیقات مرکز بنیادي، هاي سلول پژوهشکده )4        
  تهران) عج(ژنتیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االلهتحقیقات مرکز ) 5  
 گروه هماتولوژي، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایلام)6  

  
  21/5/92: تاریخ پذیرش       14/2/92: تاریخ دریافت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي خاطره، توکسین کزاز، توکسین بوتولینوم زایی، سلول بادي، ایمنی ر آنتیتیت : کلیديه هاي واژ
  

                                                
 تهران) عج(مرکز تحقیقات میکروبیولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله  :ه مسئولنویسند  

Email: jafarsalimyan@yahoo.com 

  چکیده
توکسوئید آن است که مصونیت ) لی بیماري کشنده کزازعامل اص(تتانواسپاسمینتنها واکسن موجود علیه : مقدمه

 ساله ایجاد 2تنها مصونیت ) عامل بیماري کشنده بوتولیسم(در حالی که توکسوئید بوتولینوم.  ساله ایجاد می کند10
 ایمنی  درصد همولوژي در یک خانواده قرار دارند اما خاطره ایمنی و میزان پاسخ36این دو توکسین با . مصونیت می نماید

 از Cهدف از مطالعه حاضر این است که قطعه . بادي علیه هر کدام متفاوت می باشدهومورال و احتمالاً میزان تولید آنتی 
بادي مورد از نظر میزان ایمنی زایی و تیتر آنتی )  BONT/A-Hc (A و بوتولینوم تایپ THc)(هر دو توکسین کزاز

   .مقایسه قرار گیرند
 E. coli Bl21 با استفاده از میزبانBONT/A-Hc و THcهاي نوترکیب یان پروتئین ب: مواد و روش ها

DE3  تراریخته با وکتورهاي pET28aهر دو پروتئین مذکور از فاز .  حاوي این دو ژن در شرایط بهینه انجام گردید
- سپس تیتر آنتی . ند مورد بررسی قرار گرفت SDS-PAGEمحلول عصاره سلولی استخراج و تخلیص شده و بر روي ژل

  .، به وسیله تست الایزا مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرفتبادي موجود در سرم حیوانات ایمن با هر کدام از این دو پروتئین
 نوترکیب،  نشان از بیان و تخلیص مناسب هر دو پروتئینSDS-PAGEنتایج ارزیابی ژل :  هاي پژوهشیافته

THc و BONT/A-Hcنتایج الایزاي سرم حیوانات ایمن با این دو پروتئین نیز . ول عصاره سلولی داشت در فاز محل
  . می باشدBONT/A-Hc بسیار بالاتر از THc نوترکیب بادي علیه پروتئیننشان داد که تیتر آنتی 

 هر بادي ممکن است با طول عمر سلول هاي خاطره ايرسد اختلاف تیتر آنتی به نظر می : گیريبحث و نتیجه
  .کدام ارتباط داشته باشد که نیاز به مطالعه بیشتري دارد
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  مقدمه
خانواده نوروتوکسین کلستریدیوم از نوروتوکسین 

 تشکیل شده کزاز و هفت نوروتوکسین متمایز بوتولینوم
در . گردند  که سبب بیماري کزاز و بوتولیسم میاست

یک، کلستریدیوم  نوروپارالیتيها میان کلستریدیوم
ها را  ترین توکسین تتانی و کلستریدیوم بوتولینوم، قوي

ها به خاطر اختصاصیت  این توکسین. نمایند تولید می
 کاتالیکی ها و نیز داشتن خاصیت العاده به نورون فوق

متغیر (هاي بسیار پائین سوبستراهاي نورونی در غلظت
ن اندازه با قدرت توانند تا ای می) 10-13 تا 10-12بین 

کلستریدیوم تتانی با تولید تتانوتوکسین ). 1(،عمل نمایند
ور بیماریی که به ط. آورد بیماري کزاز را به وجود می

-  و بر سیستم عصبی تاثیر میبالقوه کشنده می باشد
 این بیماري با درد و انقباضات غیر ارادي ماهیچه. گذارد

 متشکل از توکسین کزاز). 2(،گردد اي مشخص می
باشد که  یک زنجیره سنگین و یک زنجیره سبک می

. اند سولفیدي به هم اتصال یافته به وسیله باندي دي
 زنجیره سبک، قسمت کاتالیکی توکسین را به وجود می

 زنجیره سنگین Cآورد، در حالی که ناحیه انتهاي 
 ها را انجام می اتصال به گانگلیوزیدهاي نورون

  )3(.دهد
 توکسین دیگري از این خانواده از باکترينورو

تواند از  گردد که می کلستریدیوم بوتولینوم ترشح می
طریق سطوح مخاطی وارد گردش خون شده و به 
 وسیله جلوگیري از آزاد شدن استیل کولین در پایانه
هاي عصبی، فلج عضلانی پیش رونده را موجب شده 

). 4(،خواهد شد منجر به مرگ که در موارد حاد معمولاً
 ، قويA (BoNT/A)نوروتوکسین بوتولینوم تایپ 

هاي گیاهی،  ترین توکسین در میان تمام توکسین
. هاي شیمیایی است جانوري، باکتریایی و ترکیب

BoNT/A به صورت یک تک زنجیره پروتئینی با 
شود و در صورت برش  فعالیت پائین تولید می

و )  کیلودالتون50(پروتئولیتیکی، به دو زنجیره سبک
. شود فعال تبدیل می)  کیلودالتونی100(زنجیره سنگین

 Cنیمه انتهاي کربوکسیلی زنجیره سنگین که قطعه 
هاي نورونی را  سلول شود، پذیرنده سطحی نامیده می

این پروتئین ). 5(،یابد شناسایی کرده و به آن اتصال می
جیره  کیلودالتونی واقع در انتهاي کربوکسیلی زن50

م بوتولینوم که وظیفه وسنگین توکسین کلستریدی
هاي عصبی را به عهده دارد از قابلیت  اتصال به سلول

- بالایی در تحریک سیستم ایمنی برخوردار می
توکسین کزاز و توکسین بوتولینوم به این . )6،7(،باشد

 گیرند، همولوژي نسبتاً دلیل که در یک خانواده قرار می
 36همولوژي این دو حدود . ر دارندزیادي با یکدیگ

در حالی که همولوژي ). 8(، محاسبه شده استدرصد
. باشد  می درصد33ها،   این توکسینHC بین دومین

  که علیه استدر مطالعات انجام شده نشان داده شد
زایی افراد  رغم این میزان از همولوژي، در نتیجه ایمنی

  خاطره ایمونولوژيبا این دو پروتئین، توکسوئید تتانی
 فرد به عبارت دیگر. آورد ا به وجود میاي ر ساله 10

دریافت کننده واکسن توکسوئیدي تا یک دهه از 
که توکسوئید  در حالی. گردد بیماري کزاز محافظت می

کند و در  اي دو ساله را ایجاد می بوتولینوم خاطره
ه گیرد که مصونیتی ن هایی قرار می ژن ردیف آنتی

. کند  میءچندان طولانی را در سیستم ایمنی فرد القا
بادي ترشح شده  هدف از این مطالعه ارزیابی تیتر آنتی

 ها و سپس مقایسه آن ژن در برابر هر یک از این آنتی
  .باشد ها با یکدیگر می

  ها مواد و روش
 تراریخت شده  E. coli Bl21 DE3دو میزبان

  وي ژن نوترکیب که یکی حاpET28aبا وکتور 
بوده و ) THc(بخشی از زنجیره سنگین توکسین تتانی

 توکسین Hcدیگري حاوي ژن نوترکیب قسمت 
 می) A) BONT/A-Hcکلستریدیوم بوتولینوم تایپ 

 درجه سانتی گراد 70منهاي دماي  و در .)4(،باشد
ت بیان پروتئین نوترکیب مورد  جهنگهداري می شد

ولیه در شرایط پایه در مورد بیان ا. استفاده قرار گرفت
بررسی محصولات بیان اولیه . هر دو ژن صورت گرفت

سازي  بهینه.  انجام گردیدSDS-PAGEبه وسیله ژل 
بیان در مورد هر دو نوع پروتئین نوترکیب و در سه 

صورت ) کنندهءدما، زمان و غلظت ماده القا(متغیر
ي  در مقیاس بالاTHcتولید پروتئین نوترکیب . پذیرفت

بهینه  و با شرایط) لیتر  میلی500(آزمایشگاهی
  باIPTG کانامایسین، افزودن μg /ml 20غلظت(شده

- درجه سانتی37، دماي =6/0OD در mM1 غلظت
. انجام شدrpm 150 ساعت و سرعت 6گراد و زمان 
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 نیز در BONT/A-Hcتولید پروتئین نوترکیب 
 μgظتغل(و در شرایط بهینه شده) لیتر میلی 400(حجم

/ml 20 کانامایسین، افزودن IPTGغلظت  با mM1 
 20گراد و زمان   درجه سانتی29، دماي =8/0OD در

با توجه به . انجام گردید rpm 150ساعت و سرعت
وجود هر دو پروتئین نوترکیب بیانی فوق در فاز 

ها، به کمک ستون  محلول، تخلیص این پروتئین
با استفاده از  و Ni-NTAکروماتوگرافی میل ترکیبی 

هاي  خروجی. شیب غلظتی ایمیدازول انجام گردید
 مورد ارزیابی قرار SDS-PAGE ستون به وسیله

هاي نوترکیب با  غلظت هر یک از پروتئین. گرفتند
جهت بررسی هاي . روش برادفورد اندازه گیري گردید

 تایی از موش براي هر یک 10زایی، یک گروه  ایمنی
ر نظر گرفته شد و علاوه بر آن یک ها د ژن از آنتی
.  تایی نیز به عنوان گروه کنترل تعیین گردید5گروه 
 µgحاوي (THcژن محلول  آنتی  ازµl 250مقدار 

 مخلوط و سپس هم PBS بافر µl 750را با ) 200
ادجووانت کامل فروند اضافه )  میلی لیتر1(حجم آن

ده گردید و براي تزریق اول به صورت زیرجلدي استفا
زایی   موشی که جهت ایمنی10به این ترتیب از  .گردید

 از µg 25 ، در نظر گرفته شده بودند، هر یکLTBبا 
جهت .  دریافت نمودنداولین تزریق را در THcژن  آنتی

 ،BONT/A-Hcها با  زایی گروه دوم موش ایمنی
 با غلظت BONT/A-Hcژن  لیتر آنتی میکرو500

µl/µg 5/0  باµl 500 فر باPBS مخلوط شده و با 
 میلی لیتر ادجووانت کامل فروند حجم 1اضافه نمودن 

 رسانده شد و پس از مخلوط نمودن کامل، ml2 نهایی 
 200 هاي گروه دوم تست به هر یک از موش

ژن مذکور به   میکروگرم از آنتی25میکرولیتر حاوي 
در هر مرحله از تزریق . صورت زیرجلدي تزریق گردید

ژن تزریقی کاهش داده شد به طوري که در  آنتیمیزان 
و در تزریق  µg 19، در تزریق سوم µg 22تزریق دوم 

ژن به صورت زیرجلدي  از هر آنتی µg 15چهارم 
 در تزریق دوم، سوم و چهارم ضمناً. تزریق گردید

   فاصله . ادجووانت ناقص فروند مورد استفاده قرار گرفت

اصله تزریقات بعدي  روز و ف20تزریق اول و دوم 
سه هفته پس .  روز در نظر گرفته شد14نسبت به هم 

ها  گیري از گوشه چشم موش از آخرین تزریق خون
در (هاي خون یک روز در یخچال نمونه. صورت گرفت

نگهداري شده و پس از ) گراد  درجه سانتی4دماي 
گراد   درجه سانتی4، دماي rpm 5000 دور (سانتریفیوژ
از . ها جداسازي گردید ، سرم آن)دقیقه 30به مدت 

 آنتی) تیتراسیون(الایزاي غیرمستقیم براي سنجش
ژن چسبانده شده در هر  میزان آنتی. بادي استفاده شد

 از 1:12800 تا 1:100رقت هاي .  بودµg 5چاهک 
کونژوگه با  از ها افزوده شد و سرم تهیه و به چاهک

پس از . دید در این تست استفاده گر1:15000رقت 
وسیله ه  بODاستفاده از سوبستراي مربوطه میزان 

دستگاه الایزا ریدر قرائت گردید و در نهایت نتایج الایزا 
و تیتر آنتی بادي هر کدام مورد ارزیابی و آنالیز قرار 

  .گرفت
  ي پژوهش هایافته

، بیان مناسب پروتئین SDS-PAGEنتایج ژل 
 نامحلول نشان  را در دو فاز محلول وTHcنوترکیب 

اما بیان ). 2،3،4، ستون هاي 1  شمارهشکل(دهد می
 BONT/A-Hcقابل توجهی از پروتئین نوترکیب 

سازي بیان ژن، به   پس از بهینهاما. مشاهده نشد
-  افزایش چشمBONT/A-Hcخصوص در مورد ژن 

 ، ستون هاي1  شمارهشکل(گیر بیان مشاهده گردید
 نوترکیب با استفاده از تخلیص هر دو پروتئین. )5،6،7

 به خوبی  نیکلستون کروماتوگرافی میل ترکیبی
هاي    از نمونهSDS-PAGEصورت گرفت و ژل 

شکل .(دادخالص شده این مسئله را به وضوح نشان 
 )1شماره 

زایی با هر دو نمونه  سه هفته پس از اتمام ایمنی
THC و BONT/Hcگیري، جداسازي سرم و  ، خون

انجام شد  لایزا براي هر دو سرم حاصلسپس آزمایش ا
- دست آمده را نشان میه ، نتایج ب1 شماره که نمودار

 تا 100/1شود، سرم از  طور که مشاهده می همان. دهد
  . رقیق شده است12800/1
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       ل ترکیبیهاي نوترکیب تخلیص شده با ستون کروماتوگرافی می  از پروتئینSDS-PAGE ژل .1  شمارهشکل
   نشانگر پروتئینی. 1 ستون  

  )هاي متفاوت ایمیدازول حاوي غلظت (E و C ،Dبا بافرهاي به ترتیب  از ستون پس از شستشو THc خروجی پروتئین نوترکیب 3،4، 2ستون هاي 
  )هاي متفاوت ایمیدازول اوي غلظتح (E و C ،D از ستون پس از شستشو با بافرهاي BONT/A-Hcخروجی پروتئین نوترکیب . 7،6،5 ستون هاي

  

  
  BONT/Hc و THCژن  بادي حاصل از دو آنتی  مقایسه تیتر آنتی.1 شماره مودارن

 
طور که در نمودار مشاهده می شود، در همه  همان

 12800 به 1 تا 100 به 1غلظت هاي آنتی بادي از 
ی بادي حاصل از دو آنتی اختلاف آشکاري میان تیتر آنت

  .  وجود داردBONT/Hc و THCژن 
  گیريبحث و نتیجه

توانند در  موارد متعددي وجود دارند که می    
کیفیت پاسخ ایمنی اکتسابی و به تبع آن خاطره 

هاي  سلول. ایمونولوژیک ایجاد شده تاثیرگذار باشند
ژن یکی از عوامل سیستم ایمنی ذاتی  کننده آنتیعرضه

ها   در کیفیت و کمیت این پاسخباشند که یقیناً می
 ماهیت و ترکیب این در حالی است که. )8،9(،موثرند

تواند   میDC روي اندازي شده هاي راه پذیرنده
 تمایز Tهاي گوناگونی را در سلول هاي  سرنوشت

- از طرف دیگر منشاء ورود آنتی). 10(،دهنده رقم بزند
سیستم دفاعی مواجهه آن با ژن به بدن و چگونگی 

 مختلفی با توجه به Bهاي   سلولبسیار مهم بوده زیرا
 آنتیلذا وقتی . گردند ژن تحریک می  ورود آنتیءمنشا

گردد، به طحال داخل شده  میبدن ژن از راه خون وارد 
در . نماید  مرزي را فعال می منطقهBهاي  و سلول

، از زیرجلدي وارد شودژنی از راه  صورتی که وقتی آنتی
ژن و  اي، با به دام انداختن آنتی یند پیچیدهاطریق فر

  فولیکولی را فعال میBهاي  ، سلولBترافیک سلول 
 فعال Bهاي  بدون در نظر گرفتن منشاء سلول. کند

شده، نتیجه خیلی مشابه بوده و باعث تحریک سلول 
ژن  ماهیت آنتی). 11(، در یک ناحیه می شوندBهاي 

اي که  به گونه. باشد نیز از موارد بسیار با اهمیت می
ها، تنها  پلی ساکاریدهاي باکتریایی برخلاف پروتئین

اندازي  در نتیجه راه( کوتاه رای با عمرهای پلاسماسل
 تولید می) T مستقل از سلول Bهاي سلول  پاسخ

هند هاي خاطره نخوا نمایند و حتی سبب تولید سلول
که نقش بسیار اساسی (ر ضمن واکنش مراکز زایاد. شد

بسته به ) هاي خاطره دارند آمدن سلول در به وجود
موارد ). 10(،ژن ممکن است متفاوت باشد ماهیت آنتی

توانند ابتدا  زیاد دیگري نیز وجود دارند که هر کدام می
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نقشی قابل توجه در به وجود آوردن پاسخ ایمنی اولیه 
 و سپس در ایجاد خاطره) بادي ي آنتیتیتر بالا(مناسب

در این مطالعه سعی بر . اي طولانی مدت داشته باشند
هاي  زایی در گروه این بوده است که میزان ایمنی

 یکسان و البته با موشی مورد مطالعه در شرایط کاملاً
تمام . بررسی شوند ده متفاوتا هم خانوژن دو آنتی

میزان : جمله یمنی زایی ازکار رفته در اه پارامترهاي ب
به بدن  ژن ژن، راه ورودي آنتی دوز تزریقی از هر آنتی

حیوان، نوع ادجووانت استفاده شده، فاصله زمانی بین 
مواردي بودند که جهت یکسان سازي ... ها و تزریق

به همین . زایی مورد نظر قرار گرفتند شرایط ایمنی
  در پاسخ ایجاد شده تفاوتتوان گفت، میدلیل 
) بادي و خاطره سلولی اعم از میزان تیتر آنتی(ایمنی

  به خاطر ساختار متفاوت آنتیتوسط هر گروه احتمالاً
توکسوئیدهاي . باشد  میBONT/Hc و THcهاي  ژن

 ساله را به 2 و 10کزاز و بوتولینوم به ترتیب خاطره 
 و THcپروتئین هاي نوترکیب . آورند وجود می

BONT/Hcسمت اصلی ایمونوژن این دو توکسوئید  ق
تیتر آنتی بادي تولیدي توسط هر کدام از . می باشند

 تفاوتی BONT/Hc و THcهاي نوترکیب  پروتئین
 این تفاوت می تواند به دلیل. شان می دهدآشکار را ن

 تیتر آنتی وباشد تفاوت هاي ساختاري این دو پروتئین 
 خاطره ایجادکدام ممکن است در  بادي ناشی از هر

 گالی این احتمال با یافته هاي. تاثیرگذار باشدایمنی 
- که به دنبال تیتر آنتیمبنی بر این گرازیا و همکاران 

توان خاطره ایمنی طولانی تري را انتظار  بادي زیاد می
آید تیتر  این به نظر می بر بنا). 12(،تطابق داردداشت 

وثر در میزبان آنتی بادي اولین گام در ایجاد پاسخی م
اي مستقیم با خاطره برقرار  تواند رابطه  و میاست

.نماید که البته این فرضیه نیاز به مطالعات بیشتري دارد
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Abstract 
Introduction: The only presented vaccine 
against tetanospasmin (the main factor of 
the fatal disease tetanus) is its toxoid which 
creates a 10-year period immunization. Ho-
wever, the botulinum toxoid (the main 
factor of the fetal disease botulism) only 
creates a 2-year period immunization. The-
se two toxins have 36% homology and are 
falling into one family but are different in 
immunological memory, the scale of hom-
oral immunity response and probably the 
scale of antibody production. The goal of 
this study was to compare the immunization 
and antibody titer of fragment C of both 
tetanus toxin (THc) and botulinom type A 
(BONT/A-Hc). 
 
Materials & Methods: Expression of the 
recombinant proteins, THc and BONT/A-
Hc, was accomplished by using of the tran-
sgenic host, E.coli Bl21 DE3 and the 
pET28a vectors which contained the two 
genes in an optimum condition. Both the 
mentioned proteins were derived and puri-
fied from the solution phase of cell extract 

and were evaluated on SDS-PAGE gel. 
Finally, the antibody titer containing in the 
serum of immunized animals with each of 
the aforementioned proteins, was inv-estig-
ated and compared by immunoassay test. 
 
Findings: The result of SDS-PAGE gel 
evaluation showed a proper expression and 
purification of both the recombinant prot-
eins, THc and BONT/A-Hc, in solution 
phase of cell extract. The immunoassay res-
ults of serum showed that the antibody titer 
against the recombinant protein of THc was 
more than those for the recombinant protein 
of BONT/A-Hc. 
 
Discussion & Conclusion: It is conceived 
that the significant differences in the antib-
ody titer can be related to the longevity of 
memory cells. However, the result needs 
more studies. 
 
Keywords: antibody titer, immunization, 
memory cell, tetanus toxin, botulinom tox-
in  
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