
 98 دی، پنجمدوره بیست و هفت، شماره   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

24 
 

  زهر C-CFTX1-STxB مریژن کای آنت انیب ی وساز همسانه ریز
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 چکیده
های فعال زیستی  واع پروتئینحاوی ان C. fleckeriتواند مهلک باشد. زهر گونه  ای دردناک بوده و می دریایی جعبه گزش عروس مقدمه:

ست که با استفاده از روش الکتروفورز یا کروماتوگرافی به ا CfTX-2و  CfTX-1های موجود در این گونه،  ترین پروتئین دو مورد از فراوان .است
 العه، بیانطمهدف از این  باشد. راحتی قابل جداسازی نمی باشند. فناوری بیان نوترکیب، جایگزینی مناسب برای جداسازی پروتئین طبیعی زهر می

 باشد. سوری می ن در موشآژنیسیتی  بررسی آنتی و E.coliدر  C-CfTX1-STxBپروتئین 

تکثیر و با جایگاه های   PCRهوسیله ب -CfTX-1 Cتهیه شد. قطعه  pUC57صناعی در پلاسمید  CfTX1ژن کامل  مواد و روش ها:

  IPTGم شد. بیان ژن تحت القایترانسفور E.coliسازی و به باکتری  همسانه زیر pET28a-stxBدر وکتور بیانی   SalIو BamHIآنزیمی 
 وسیله زهره ها ب چنین موش د. همشبادی تولید شده در سرم اندازه گیری  سوری، میزان آنتی انجام گردید. پس از تخلیص پروتئین و تزریق به موش

 چالش شدند. Rhopilema nomadicaعروس دریایی 

، PCRبه وسیله  (+)pET28aتور بیانی ـــ، کلون شده در وکC-CfTX1-STxBدر این مطالعه تجربی، ژن  :ی پژوهشیافته ها

رم، توسط تست سبادی تولید شده در  آنتی .دچنین پروتئین نوترکیب تولید شده به وسیله وسترن تایید ش هم .یید گردیداتوالی یابی و با آنالیز آنزیمی ت
 سنجی شد. الایزا کمیت

نمایند. با توجه به  ل میزهر عروس دریایی را تحم LD50برابر  50روز،  60 چالشی پس از در های ایمن شده موش بحث و نتیجه گیری:

 روس دریایی دراکسن زهر عندید وعدم خاصیت کاردیوتوکسیستی و نوروتوکسیستی پروتئین نوترکیب، این پروتئین تولید شده می تواند به عنوان کا
 .شودپیشنهاد انسان  یبرا ینیبال ییکارآزما یدر مراحل بعد ای یموش سور
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 مقدمه
 در اورژانسی مشکل یک عنوان به دریایی عروس

 سواحل جمله از جهان سراسر در ساحلی مختلف مناطق
 دریایی، عروس گزش. محسوب می شود فارس خلیج

 هنگام در و کشور جنوبی سواحل نمکی آب های در
 موارد یـــبرخ در که افتد می اتفاق مسافران شنای

 جعبه ای دریایی عروس باشد. آور مرگ تواند می
Chironex fleckeri های گونه خطرناک ترین از 

 ای( جعبه جزو)عروس دریایی که بوده دریایی عروس
box jellyfish عامل یک عنوان به می تواند است و 

 روس دریاییـــع گزش. گیرد قرار نظر مد کشنده
 زهر. باشد کشنده می تواند و بوده دردناک ای جعبه
 فعال ن هایـــپروتئی انواع حاوی C. fleckeri گونه

 یا التهابی سیتوتوکسیک، سیتولیتیک، که است زیستی
 آنزیم ها،: شامل زهرها این .(1-3)هستند کشنده

 که نوروتوکسین ها و منافذ ایجاد کننده قوی زهرهای
. تاثیرگذارند می باشند عصبی سیستم سلول های بر

 غشایی منافذ قوی، شکل به منافذ کنندهایجاد  زهرهای
 باعث اسمزی لیز از استفاده با که می کنند ایجاد را

 مکرر و مداوم گزش اثر در. (4)می شوند سلولی مرگ
 صورت زهر چندین توسط همولیز کیسه تنان، توسط

 حاضر حال در. (5)است کشنده اوقات گاهی و می گیرد
 همولیتیک زهر مورد در اطلاعات از ایی عمده بخش

 به نرم مرجان های و دریایی شقایق های از کیسه تنان
به  مربوط کمتری لاعاتــــاط. است آمده دست

 بدن گزش از که دارد وجود دریایی زهرعروس
 سالیانه .(5،6)است آمده دست به ماهیگیران و موجودات

 سرتاسر در دریایی عروس با گزش مورد میلیون 150
 مورد 305 ،1392 سال در. (7)شود می گزارش جهان

 دریایی عروس توسط فارس خلیج های آب در گزیدگی
 در موجود پروتئین های(. 2)است شده گزارش

 C. fleckeri دریایی ایــــروس هــــع نماتوسیت
 45 الی 43 مولکولی وزن با پایه پروتئین های

 بتا و فاـــآل ناحیه دو هر شامل و می باشند کیلودالتون
 CfTX-2 و CfTX-1آن ها  فراوان ترین. می باشند
 461 باز، جفت 1493 دارای cftx ژن .(8)می باشند

 که می باشد خطی mRNA دارای و آمینه اسید
 کد ون راـــــکیلودالت 51 مولکولی وزن به پروتئینی

 می باشد زهری با اثر آنی دارای C. fleckeriمی کند. 
 از را فرد یک دقیقه 5 از کمتر در است قادر که حدی به
 حدوداً 1 نوع CfTX زهرهای های .(9)بیاورد در پا

 45 تقریبی وزن دارای 2 نوع و کیلودالتون 43 دارای
 تمایز کروماتوگرافی طریق از که کیلودالتون می باشند،

 .(8)می شوند تخلیص هم با ژلی کروماتوگرافی و یونی
 انجام CfTX زهرهای مورد در که اخیری مطالعه

 در دقیقه کی درعرض CfTX-1/2 که داد نشان شد،
 این معرض در که هوش، بی صحرایی های موش
. (8)شد عروقی قلبی فروپاشی باعث گرفتند قرار زهرها
 و تنفسی نارسایی گونه، این در مرگ علت ترین شایع

 زهرهای دگیــــپیچی .(8،10)است بوده قلبی ایست
CfTX درمانی چالش یک دهنده نشان دریایی عروس 
 رمانید های روش ابداع به نیاز که بوده فرد به منحصر

 یک وانعن به این بر بنا کند می یادآوری را پیشگیری و
 ای و زدگی نیش یا گزیدگی درمان برای درمانی، هدف

یت دارای اهم دارو، طراحی برای ترکیباتی عنوان به
 یجعبه ا دریایی عروس زهر علیه پادزهر .(9)هستند

 که مانیز در البته ،(11)کند خنثی را زهر اثر می تواند
 و عبه موق استفاده .(12)شود استفاده ونوم بر مقدم
 اندرم بهترین C. fleckeri زهر علیه پادزهر از سریع

 .(13)می باشد گزش اسکار کاهش و درد کاهش در
 گردند می تجویز که حفاظتی های آنتی ژن بیشتر

 بیشتر و نیستند کــونوژنیـــایم زیادی مقدار به
 سازی فعال شروع در فعلی رسیده ثبت به ادجوانت های

 صورت تحقیقات در .هستند موثر غیر مخاطی ایمنی
 حالت در که آنتی ژنی مقدار که گردید مشخص گرفته
 ضروری مصرف برای ادجوانت یک با شده متصل
 تجویز صورت به که باشد می مقداری از کمتر است،

 این که گردد می استفاده زایی ایمنی برای زمان هم
 با هاآنتی ژن کردن متصل های مزیت از نشان

 به خاصی توجه امروزه دارد. مختلف ادجوانت های
 که هستند مزیت این دارای که شده هایی واکسن
سیستم  فعال سازی طریق از بودن، نوترکیب بر علاوه
 .(14،15)باشد یافته افزایش نیز ها آن ثیرات ایمنی،

STxB نام به خود سلولی سطح گیرنده به Gb3 متصل 
 بیان دنــــب ایـــه سلول اکثر روی که گردد می
 Gb3 بیان که است داده نشان مطالعات .(16)شود می
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 بسیار فراوانی انسان، سرطانی های سلول سطح در
 های سلول سطح در فراوانی این چنین هم. دارد زیادی

  .(17)شود می دیده نیز موش و انسانی( DC)دندریت
STxB خاطر نداشتن واحد لیزین مقاوم ه به پروتئازها ب

این به  بر بوده و در سیتوزول محافظت می شود بنا
 بر . تحقیق(18)عنوان یک ادجوانت مناسب کاربرد دارد

 می تواند دریایی عروس زهر زیستی فعالیت های روی
 شدن آلوده از ناشی علائم کاهش یا و جلوگیری برای

 زهر روی مطالعه چنین هم باشد؛ مفید زهر همان به
 انسان سلامت ارتقای برای می تواند دریایی عروس

با توجه به پیشینه تحقیقات انجام شده  .(19)باشد مفید
 (20)و ونوم CfTX2و  CfTX1های  بر روی پروتئین

و نیز بررسی های بیوانفورماتیکی انجام شده در این 
 CfTX-1/2پژوهش، این قسمت دربین هر دو زهر 

 و کلونینگ مطالعه دارد. لذا در این درصد 96همولوژی 
که  STxBجفت بازی به همراه ژن  576قسمت  بیان

 دارای خاصیت آنتی ژنسیتی، حاملی، یاوری و دارای
است که به راحتی به  Gb3 نام به سلولی سطح گیرنده

گردد، برای بررسی انتخاب  می سطح سلول متصل
 گردید. 

 اه مواد و روش
های  در این مطالعه توالی آمینواسیدی پروتئین

CfTX1  از بانک ژنNCBI ( با شمارهAccession 

No. EF636902دیــاز پلاسمردید. ــــ( استخراج گ 
)+(pET28a نیپروتئ یحاو stxB نکریهمراه با ل 

دانشگاه جامع  یمولکول شگاهیاز آزما RARR ینیپروتئ
هت ج C-CfTX1ژن (. 21))ع( استفاده شدنیامام حس

 یمیبرش آنز های گاهیجابا  ،pUC57سنتز در وکتور 
BamHI  وSalI شد. سفارش داده فن  یبه شرکت ندا

مورد نظر به  یژن صناع یاز ثبت سفارش، توال شیپ
  ww.genscript.com تیبه سا یساز نهیمنظور به

. آماده سازی محصول برش آنزیمی و ارجاع داده شد
پلاسمیدی برای ساخت کاست ژنی جدید، ژن 

CfTX1 در وکتور ده ــــلون شــــکpUC57 و ،
pET28a(+)-stxB های محدودکننده با آنزیم SalΙ و 

BamHΙ مورد هضم آنزیمی قرار گرفت. سپس هر دو 
قطعه برش خورده از روی ژل آگارز به وسیله کیت 

 استخراج شد. DNAاستخراج 

دقیقه در  60مدت به  :الحاق و ترانسفورماسیون
 T4 DNAگراد توسط آنزیم درجه سانتی 22دمای 

Ligase دست آمده در ه شرکت فرمنتاز قطعه ژنی ب
ساب کلون گردید.  pET28a(+)-stxB دپلاسمی

شوک حرارتی به سلول های  وسیلهه محصول الحاق، ب
 E.coliمستعد شده)تهیه شده به روش شیمیایی( 

BL21 سویهDE3   منتقل شد. کلنی های نوترکیب با
غربالگری آنتی بیوتیکی کانامایسین جدا شدند و کاست 

C-CfTXA-STxB  باPCR  و هضم آنزیمی مورد
 (.22)تایید قرار گرفت

ان برای بی :C-CfTXA-STxBبیان کاست ژنی  
 شده جداسازی های کلون شبانه کشت کاست ژنی از

 عمای LBمحیط  لیتر میلی 5 به میکرولیتر 100 میزان
 طول در ODرسیدن  از پس و حاوی کانامایسین تلقیح

 رشد میزان آوردن دسته ب نانومتر)برای 600موج 
از با ( فرمنتIPTGکننده پروموتر) ءباکتری(، ماده القا

دت مولار به محیط کشت افزوده و به ممیلی  1غلظت 
درجه سانتی گراد انکوبه  37ساعت در دمای  4

  (.23)شد
های باکتریایی  سلول: SDS-PAGEالکتروفورز 

مار آوری شده در مرحله فوق به روش دناتوره تیع جم
 Bها با بافر لیزکننده  شدند. در این روش، سلول

ها  ونهمخلوط و از طریق سونیکاسیون شکسته و نم
ر سانتریفیوژ شدند و محلول رویی با نسبت یک)باف

 x5ت نمونه( به پنج)نمونه( با سمپل بافر دارای غلظ
درجه  100قه در دمای ـــدقی 5مخلوط و به مدت 

های تیمار  گراد جوشانده شد. در نهایت نمونه سانتی
از لحاظ  (SDS-PAGEشده توسط ژل الکتروفورز)

 .(15)نوترکیب بررسی شدند های ئینــــبیان پروت
ارکر م، همراه با IPTGهای قبل و بعد از القای  نمونه

 ورزپروتئینی)سیناژن( تحت شرایط دناتوره، الکتروف
 25ابت ــــبا جریان ث درصد 12شدند. غلظت ژل 

از روش  میلی آمپر بود. برای مشاهده باندهای پروتئین،
 .(23)استفاده شد رنگ آمیزی با کوماسی بلو

 تخلیص و تعیین غلظت پروتئین نوترکیب:
پروتئین حاصل تحت شرایط دناتوره و با استفاده از 

جداسازی و نمونه های حاصل برروی  Ni-NATستون 
درصد الکتروفورز شد. غلظت پروتئین بیان شده  12ژل 
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به کمک برادفورد و با استفاده از آلبومین سرم 
 تاندارد انجام شد.( به عنوان اسBSAگاوی)

پس از  تخلیص پروتئین نوترکیب از روی ژل:
 ظرنورد ـــالکتروفورز دونوار طولی از دو طرف ژل م

 رکر وبریم یکی از این دو نوار شامل پروتئین ما می
 باشد و نوار های محتوی نمونه می یکی از چاهک

 بزرگ تر که از اتصال چاهک ها به هم بوده همان
زی ــگ آمیـــمی شود. نوار اول را رن نمونه را شامل

ر هییم شو می کنیم. باند بریده شده را با آب مقطر می
ه میلی متری تک 5تا  2تکه ژل را به قطعات کوچک 

از بافر  رــــلیتر یا بیشت میلی 1کنیم و سپس  تکه می
 NaCl 150ر، مولا میلی Tris-HCl 50کننده) حل

( PH=7.5مولار با  میلی EDTA 1/0مولار و  میلی
گ ن سرنبا ته پیستو شود. قطعات ژل کاملاً افزوده می

تئین از میلی لیتر پرو 2رود که  خرد شدند. انتظار می
 ژل مورد نظر آزاد شده باشد. 

به  :C-CfTXA-STxBتولید آنتی بادی علیه 
ه عدد موش سوری ب 5منظور بررسی پاسخ ایمنی، از 

اده عدد به عنوان نمونه کنترل استف 4عنوان تست و 
میکروگرم پروتئین تخلیص  20شد. برای هر موش، 

با ادجوانت روغن در آب به  C-CfTXA-STxBشده 
 14نوبت در فاصله زمانی  4صورت داخل صفاقی در 

ریق تز هر مرحله از روز به هر موش تزریق شد. در کنار
به حیوانات تست به موش های کنترل فقط مخلوط 

استریل همگن شده تزریق گردید.  PBSادجوانت و 
یری گازه آنتی بادی آن ها توسط آزمایش الایزا اند تیتر
 شد.

برای تائید پروتئین  تایید پروتئین نوترکیب:
عصاره نوترکیب، از تکنیک وسترن بلات استفاده شد. 

گذاری لکهس از بیان با استفاده از سیستم سلولی پ
اغذ ــــروی ک Bio-rad (Mini Protean)رن ــوست

پس از بلاکینگ جایگاه های  نیتروسلولز منتقل شد.
های  ادیــــ، کاغذ با آنتی بPBSTخالی و شستشو با 

گرماگذاری شد.  1:2000 پلی کلونال موشی با رقت
با رقت  شستشو و کونژوگه موشی PBSTسپس با 
کار ه عنوان آنتی بادی تشخیص دهنده به ب 1:10000

رفت. نهایتاً، کاغذ نیتروسلولز در محلول سوبسترای 
تا ظهور باند پروتئینی، قرار گرفت.  DABرنگ زای 

برای توقف واکنش، کاغذ در آب مقطر قرار داده 
 .(23)شد

 :دریایی عروس زهر با شده ایمن حیوانات چالش
 زهر LD50 برابر 50 حیوانات، سازی ایمن از بعد

 روز 5/2 از بعد و تزریق موش ها به دریایی عروس
 ظرن تحت روز 30 تا حیوانات و بررسی مورد آن نتایج
 .گرفتند قرار

 یافته های پژوهش
ژنی  قطعه :c-cftx1-stxBساخت کاست ژنی 

cftx1 .ی با هضم آنزیم با آغازگرهای مربوطه تکثیر شد
 BamHIو  SalIثر آنزیم های محدودالادوگانه توسط 

جفت باز از وکتور  576ژن مورد نظر با طول توالی 
برای قرار دادن قطعه ژنی (. 1 شماره خارج گردید)شکل

cftx1  وکتوردرpET-28a(+)-stxB  های پلاسمید 
pUC57، pET-28a(+)-stxB های  مــــــبا آنزی
برش . بعد از ندخطی شد BamHIو  SalI ثرمحدودالا

تخلیص شد.  استفاده از کیتآنزیمی، پلاسمید با 
پلاسمید تک باند شده در جریان  الکتروفورز در راستای 

جفت بازی  576و جفت بازی  5609باند حدود 
 .(2 شماره )شکلایستاد
 برای تایید ژن زیر :همسانه سازی زیریید صحت ات

و برش آنزیمی  PCRسازی شده، واکنش  همسانه
 انجام شد.
PCR از  :یص شدهــهای تخلاز روی پلاسمید

ها مثبت بود پلاسمید  آن PCRهایی که  کلون
انجام  PCRها  تخلیص شد و به دنبال آن از روی آن

بر روی ژل  PCRشد. پس از الکتروفورز محصولات 
جفت باز  576)جفت بازی 870آگارز، در موقعیت 

cftx1 ،240  جفت بازstxB حدود)به همراه لینکر( و 
گونه  یل شد. همانــــباند تشک جفت باز پرایمرها( 54

ود باندهای ـــش مشاهده می 3.3شماره  شکلدر که 
 PCRیند آرـــت بودن فــــگر مثب شانــظاهر شده ن

 باشد. می ورد نظرــــممونه آزمایش نبرای 
با استفاده از واکنش  تایید زیر همسانه سازی 

رود  انتظار می :BamHIو  XhoIنزیم های آهضم با 
و  XhoIهای مذکور) پس از برش وکتور با آنزیم

BamHI 5369( یک تک باند پلاسمیدی در ناحیه 
 822جفت بازی تشکیل شود و یک باند در راستای 
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جفت بازی تشکیل شود. برای مشخص شدن صحت 
میکرولیتر از مخلوط واکنش برش روی ژل آگارز  5کار 

 (.4 شماره )شکلالکتروفورز شد

 

 
 .PCRتوسط  cftx1جفت بازی ژن  576درصد تکثیر قطعه  1الگوی الکتروفورز ژل آگارز  .1شماره  شکل

 PCRحصولات م -4 تا 2های  یفرد. DNAنشانگر مولکولی  -1ردیف 

 

 

 

 
  BamHIو  SalIثر محدودالا یها میبا آنز pET-28a(+)-stxBو  cftx1 یقطعه ژن یمیبرش آنز .2شماره  شکل

 از روی ژل cftx1باند ظاهر شده بعد از تخلیص ژن  (2 ، چاهکDNA نشانگر (1 چاهکها  آن صیو تخل 

 pET-28a(+)-stxB پلاسمید یمیبرش آنز( 3جفت بازی  576در ناحیه تقریبی  

 

 
 

 
-cاز ژن  PCRباند حاصل از الکتروفورز محصول   (2 ، چاهکDNAنشانگر ( 1 چاهک  PCRالکتروفورز محصولات  .3شماره  شکل

cftx1-stxB   باند حاصل از الکتروفورز محصول   (3چاهک  جفت بازی متوقف شد. 870که در جایگاه صحیحPCR از ژن 

 cftx1  جفت بازی متوقف شد. 576که در جایگاه صحیح 
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 BamHIو  XhoIهای با آنزیم  pET28a(+)-c-cftx1-stxB( برش آنزیمی 2، چاهک  DNA( نشانگر 1 چاهک .4شماره  شکل

 

 
پس از : C-CfTX1-STxBبیان پروتئین نوترکیب 

ئین ـــان پروتــــ، بیIPTGها و القاء با  کشت سلول
C-CfTX1-STxB ها  صورت پذیرفت و سپس نمونه

ارزیابی قرار  درصد مورد SDS-PAGE 12بر روی ژل 
مشخص  5 شماره طور که در شکل گرفتند. همان

 B ندهاست، باند پروتئینی مورد نظر درون بافر لیزکن
این  بر شود. بنا حاصل از سونیکاسیون دیده می

 در وپروتئین ما، به صورت انکلوژن بادی تولید شده 
ج باشد. نتای محیط سیتوپلاسمی باکتری محلول نمی

  شده سازی ند پروتئینی نشان می دهد که ژن همسانهبا
 لوژنـنکبیان بسیار بالایی را به صورت ا IPTGبا القاء 

   . کند بادی در باکتری تولید می
با تغییر : CfTX1-STxBسازی بیان کایمر  بهینه

زان و نحوه بیان نوترکیب ــــثر بر میوپارامترهای م
ای گرماگذاری، ــــ)دم E.coliها در باکتری  پروتئین
و بازه زمانی القاء(، امکان بیان نوترکیب  IPTGغلظت 
به شکل محلول بررسی شد. با  C-cftx1-stxBکایمر 

 مرور بهگراد  درجه سانتی 18درجه تا  37کاهش دما از 
به شکل نامحلول  C-cftx1-stxBاز بیان پروتئین 

وند کاسته و به فاز محلول منتقل شده است که این ر
درجه  18های گرماگذاری شده در دمای  برای نمونه

 (.7و  6شماره  است)شکل تر محسوس
 
 

 
 .C-CfTX1-STxBدرصد حاصل از بیان پروتئین نوترکیب  SDS-PAGE 12الگوی الکتروفورز  .5شماره  شکل

در  IPTGمونه با القای  ن -3در محلول ایمیدازول. ردیف  IPTGقای  نمونه با ال -2در محلول ایمیدازول  IPTGنمونه با القای   -1ردیف 

در محلول  IPTGمونه با القای  ن -5. ردیف Bلیزکننده  در بافر IPTGترل بدون القای  نمونه کن -4)فاز اوره(. ردیف  Bبافرلیزکننده 

PBS نمونه کنترل بدون القای  -6. ردیف : IPTG ر محلول دPBS .7- ی پروتئین.نشانگر مولکول 
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 .IPTG از مولار میلی 1 گراد در حضور غلظت درجه سانتی 37در دمای   C-cftx1-stxBژن کایمر الگوی الکتروفورز بیان آنتی: 6 شکل

 شاهد اوره.  -5یان در فاز اوره . ردیف ب -4یان در فاز ایمیدازول. ردیف ب -3ول ردیف شاهد ایمیداز-2لی پروتئین. ردیف نشانگر ملکو -1

 .PBSشاهد  -7. ردیف PBSبیان  -6ردیف 

 

 
 از مولار میلی 1 گراد در حضور غلظت درجه سانتی 18در دمای  C-cftx1-stxBژن کایمر  الف( الگوی الکتروفورز بیان آنتی .7شماره  شکل

IPTG یان در فاز اوره . ب -3یان در فاز ایمیدازول. ردیف ب -2شانگر ملکولی پروتئین. ردیف ن -1ساعت.  16مدت  و به 

 .PBSشاهد  -6. ردیف PBSیان ب -5شاهد اوره. ردیف  -4ردیف 

 

 عبور از ستون کروماتوگرافی:سازی نمونه برای  آماده
-Niتفاده در ستون ـــــدست آمده برای اسه محلول ب

NTA  مورد استفاده قرار گرفت. سپس محلول شفاف
قل گردید و در هر مرحله شستشو ــون منتـــبه ست

نمونه ای از آن برای بررسی میزان خلوص پروتئین 
برداشته شد که  SDS-PAGEنوترکیب با استفاده از 

نتایج آن نشان می دهد که پروتئین ما از ستون یکباره 
خارج می شود و ستون قابلیت جداسازی مطلوبی برای 

به دلیل بازدهی دهد و  پروتئین نوترکیب نشان نمی
برای  کم روش کروماتوگرافی تمایلی ستون نیکل بسیار

تخلیص پروتئین نوترکیب از روش تخلیص از روی ژل 
 (.9و  8 شماره استفاده شد)شکل

 

 
 SDS-PAGEدرصد  12تخلیص پروتئین از ستون نیکل. با استفاده از ژل  تصویر الکتروفورز حاصل از .8شماره  شکل

 ، D: بافر5 ، ستون C: بافر 4 ستون، ستون flow :3 قبل از ستون نیکل، ستون flow: 2 : مارکر پروتئینی، ستون1ستون

 .MES: بافر 8. ستون 250 : ایمیدازول7 ، ستون E: بافر 6 ستون
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 : مارکر پروتئینی، 1 وی ژل ستوناز ر C-cftx1-stxBتخلیص پروتئین نوترکیب  .9شماره  شکل

 : پروتئین تخلیص نشده.4 : تخلیص پروتئین از ژل، ستون3 و 2 ستون

 

از روی  C-cftx1-stxBتخلیص پروتئین نوترکیب 
 وشمبه  C-CfTX1-STxBژن کایمر  تزریق آنتی :ژل

-C-CfTX1ژن نوترکیب  با آماده شدن آنتی :سوری

STxB  به شکل خالص شده و پس از تعیین غلظت
ژن آزاد با ادجوانت فروند کامل  آن، فرآیند تزریق آنتی

و ناقص به شکل زیر جلدی در چهار نوبت به فاصله هر 
های گروه آزمون انجام شد.  بار به موش هفته یک 2

چنین میزان برابری از تزریقات گروه آزمون، بافر  هم
PBS  استریل و ادجوانت فروند به گروه کنترل تزریق

دنی و ــالیت بـــشد. در این بازه زمانی وضعیت فع
ای، پاسخ التهاب پوستی و خونریزی در محل  یهتغذ

گونه مشکل و آسیبی در  یچهتزریق بررسی شد و 
 حیوان طی تزریقات مشاهده نگردید.

ارزیابی تیتر آنتی بادی ضد پروتئین نوترکیب به 
به منظور ارزیابی آنتی بادی  روش الایزای غیر مستقیم:

تولید شده و محاسبه میزان آن در هر مرحله تزریق از 
روش الایزای غیر مستقیم استفاده شد. یک هفته بعد از 

صورت تصادفی از موش های تست و ه تزریق بهر بار 
عمل آمد و بعد از جداسازی سرم ه گیری ب شاهد خون

، 1شماره ها آزمایش الایزا انجام شد که در نمودار  آن
 مقایسه تیتربادی در هر مرحله و  میانگین تیتر آنتی

های موش سوری نشان داده شده  بادی در گروه آنتی
 است.

به روش  C-cftx1-stxBپروتئین نوترکیب  تائید
یری پذ رنگپس از انجام این آزمون،  وسترن بلات:

کیلو دالتونی نشانگر  32کاغذ نیتروسلولز در مقابل باند 
 (.10 شماره ملکولی پروتئین انجام شد)شکل

زهرخام چالش موش های ایمن با استفاده از 
پس  و زهر نوترکیب: عروس دریایی گونه های جنوب

های  رخام عروس دریایی گونهــال زهــــاز استحص
 زان نیمه دُزـــحاسبه میـــس از مـــجنوب و پ

برابر آن به  50 (، عصاره زهرتا غلظتLD50کشنده)
های ایمن شده تزریق شد که قادر به تحمل  موش
 بودند.

 

 
  C-CfTX1-STxB ژن آنتی سوری علیه نمونه موش در شده تولید IgG بادی آنتی تیتر بررسی نمودار  .1شماره  نمودار

 برهنه تزریقی به همراه ادجوانت روغن در آب
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: باند 2به عنوان شاهد منفی. ردیف  BSA: 1. ردیف C-CfTX1-STxBیمر کاژن  الگوی آنالیز وسترن بلات تائید آنتی. 10شماره  شکل

کیلو دالتون نشانگر  32متناظر با باند محدوده  2اند رنگ گرفته در ردیف بتخلیص شده از روی ژل.  C-CfTX1-STxBژن  متعلق به آنتی

 : نشانگر مولکولی پروتئین.3باشد. ردیف  مولکولی پروتئین می

 
 

 بحث و نتیجه گیری
 مختلف گونه های عمان دریای و فارس خلیج در
 جانداران جزء آن ها از برخی که دارند وجود جانوری

 از دریایی عروس گردند. می تلقی دریایی خطرناک
 افرادی گاهاً که بوده فارس خلیج در فراوان گونه های

 قرار گزش مورد را کنند می کار دریا یا سواحل در که
 توسط انسان گزش از متعددی های دهد. گزارش می

 دردناک، سوزش به منجر که دارد وجود دریایی عروس
 مرگ گاهی حتی و ارخونــفش شــکاه نفس، تنگی

 از مخلوطی ترکیب از تأثیرات برخی و گاهی شود، می
 دریایی عروس زهر از که بیولوژیکی فعال های مولکول
 که مناطقی از یکی آیند. می وجود به شوند، می ساخته

 می باشد جهان در دریایی عروس مناسب زیستگاه
 موجود بررسی های است. عمان دریای و فارس خلیج
 عروس گزش های فراوانی رغم علی می دهد نشان

 تحقیقات آن جزایر و فارس خلیج سواحل در دریایی
 از یکی. است گردیده انجام وعــموض این در اندکی
است  گرفته قرار توجه مورد بیشتر که مهم های گونه

C. fleckeri عروس های  می باشد،)دو  گونه از
دریایی خلیج فارس و دریای عمان توسط نویسنده 

 از مواردی چه گر مسئول مقاله به ثبت رسیده است(
 دلیل به که است نگردیده گزارش کشور در گونه این
 به توجه می باشد. با زمینه این در مطالعات انجام عدم

 مناطق در دریایی عروس های گزش فراوانی میزان
 این در خاص مطالعاتی کار انجام عدم و کشور جنوبی

 اهمیت موضوع این در پژوهش و بررسی لزوم زمینه
 به می تواند جاندار این ونوم طرفی از می کند. پیدا

 گیرد. قرار نظر مد کننده ناتوان عوامل از یکی عنوان
 لیکن باشد، می درمانی های راه از یکی پادزهر تهیه

 تاثیر عدم برای زیادی دلایل. است مشکلاتی دارای
 ها، آن ترین مهم از یکی که دارد وجود پادزهر مناسب

 آن ودنـــب یکــــوکســکاردیوت و زهر سریع تاثیر
. گونه های مختلفی از عروس دریایی (24)باشد می

های  جعبه ای در منطقه دریای عرب و عمان و آب
پاکستان گزارش شده است که بیشتر مربوط به جنس 

Carybdea  وAltinidea های شمالی  هستند. در آب
های پاکستان نمونه برداری از  دریای عرب و آب

های دریایی جعبه ای به انجام رسید که با توجه  عروس
به خصوصیات مورفولوژیکی و ویژگی های تشخیصی 
تمام این نمونه ها به عنوان نمونه های متعلق به 

و  Alatina grandis,  Alatina rainensisخانواده 
Alatina alata  ارزیابی گردیدند که نشان دهنده وجود

. (25)باشد های دریای عمان می گونه های فوق در آب
زهر ساختار پروتئینی زهر عروس های دریایی با 

Carybdea rastonii،Carybdea alata   و
Chironex yamaguchii  دارای قرابت و خویشاوندی

ها نیز  می باشند که این تشابه در وزن مولکولی آن
که مربوط به زهر  CaTX-A. پروتئین دیده می شود

Carybdea alata  ید آمینه ــاس 485می باشد دارای
 CfTX-1نمی باشد که تشابه زیادی با پروتئی
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دارای ترکیبات پروتئینی  C. fleckeriزهر . (26)دارد
می باشد که می تواند سریعاً جذب و وارد گردش  فعالی

خون شود و روی دستگاه قلبی و عروقی و دستگاه 
میر با این  ترین علت مرگ و گذارد. شایعبعصبی تاثیر 

 5باشد که در  گونه، نارسایی تنفسی و ایست قلبی می
 Alatania دقیقه پس از گزش اتفاق می افتد. 20تا 

alata های جعبه ای قرار دارد نیز در خانواده عروس. 
به دلیل فعالیت همولیزی ، این نوع از عروس دریایی

 .(27)زیادی که دارد از اهمیت خاصی برخوردار است
میزان تیتر های دیگر،  با آنتی ژن STxBممزوج شدن 

افزایش مزوج، ــــحالت غیر منسبت به را بادی  آنتی
مهدی باران وند و همکاران  2015می دهد. در سال 

را  STxB-IpaD و  STxBژن های زایی آنتی ایمنی
بررسی و  آزمایشگاهی های رت صورت نازال در به

 STxB اب IpaDبا ممزوج شدن مشاهده کردند که 

 بادی علیه بادی نسبت به تیتر آنتی میزان تیتر آنتی
ضی از ـــبع .(28)تافزایش یافته اسSTxB ژن  آنتی

ها دارای خاصیت ادجوانتی بوده که بعد از  آنتی ژن
خون گیری دوم، تیترآنتی بادی بالا و نزدیک به هم 

و همکاران در   Griseldaآقای .(29)مشاهده می شود
 حاصل از Cfاختصاصی  بادی آنتی کمک ا  2018سال 
 Carukia barnesiموشی علیه) بادی آنتی مرغ، تخم

(Cb و(Mk )Malo kingi خرگوشی بادی آنتی و 
 هم و( 2 و CfTX-1)توکسین دو نسبت به اختصاصی

 آنتی بادی های متقابل واکنش سانی،ـــان سرم چنین
 سه این علیه عروس دریایی کلونال اختصاصی پلی

 ایمونوبلات آزمایشات. دادند قرار بررسی را مورد جنس
 متفاوت گونه سه در ایمنی زایی میزان که داد نشان

 هر است ممکن Mk اختصاصی های واکنش است و
 به ،MKو  cbدوگونه  زهر .کند درگیر را جنس سه

 کیلودالتون 43/46 محدوده در پروتئین چند استثنای
 2 و CfTX-1 و ممکن است با بوده، ژنیک آنتی ظاهرا

 . (30)باشد همولوگ

نشان می دهد که برای گرفتن  1 شماره نمودار
ن ی ایزریق براـــبادی، دو یا سه تآنتی  حداکثر تیتر

 ز اینانتایج به دست آمده ها کفایت می کند.  آنتی ژن
 ،یتهای نماتوس ، نشان داد که اغلب پروتئیناتمطالع
ان باکتریایی توان در یک میزب را می CfTX-1مانند 

ژن  های نژاد سوری توسط آنتی چالش موش بیان کرد.
، حاکی از هبرهنبه شکل  C-CfTX1-STxBیمر کا

نان چو موفقیت آمیزی بود.  تأملنتایجی جالب، قابل 
مل برابر متوسط دوز کشنده را تح 50که موش ها تا 

 تولید سیستم کردند. هدف از این مطالعه طراحی
 ینپروتئ دریایی، ایجاد عروس زهر نوترکیب پروتئین

 طریق به دریایی عروس زهر ژنیک آنتی اصلی
 عیصنا پروتئین زایی ایمنی میزان نوترکیب و بررسی

ری ـــر باکتد CfTX-1حیوان بود. بیان ژن کامل  در
E.coli ی ولی باکترـــدن دیواره سلــــباعث لیز ش

 . (5)می گردد

کلی نتایج مطالعه حاضر نشان داد که  طور به
قادر به تولید پروتئین نوترکیب  E.coliباکتری 
CfTX-1 C- در دمای  می باشد و بیشترین میزان بیان

 IPTGبا  ءساعت بعد از القا 16درجه سانتی گراد و  18
 درمان زمینه در شده انجام مطالعات اکثر رخ می دهد.

 پادزهر تولید به مربوط ای جعبه دریایی عروس گزش
 تاثیر به توجه با است مسلم چه آن لیکن. باشد می

 به منجر گاهی که کاردیوتوکسینی اثرات و زهر سریع
 ایجاد منظور به واکسن طراحی شود، می مرگ

 گزش معرض در بیشتر که افرادی برای مصونیت
 در لذا. بود خواهد موثر گیرند می قرار دریایی عروس

 منظور به نوترکیب پروتئین از تفادهـــاس تحقیق این
 بسیار دریایی عروس زهر برابر در ها موش زایی ایمنی
 که داد نشانن ــــچنی هم تایجــــن .ودــــب موثر

 روز، 60از  پس چالشی در شده نـــــایم موش های
 لــــمـــتح را دریایی عروس زهر LD50 برابر 50

 .می نمایند
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Abstract 

Introduction: Box jellyfish stings are 

painful and may be life-threatening. The 

venom of Chironex fleckeri contains a 

variety of bioactive proteins as well as two 

of the most abundant proteins, namely 

CfTX-1 and CfTX-2 which cannot be 

isolated easily using electrophoresis or 

chromatography techniques. Recombinant 

expression technology may offer an 

alternative to the isolation of native 

C.fleckeri venom protein. This study aimed 

at expressing C-CfTX1-STxB protein in 

Escherichia coli and assessing its 

antigenicity in Syrian mice. 

 

Materials & Methods: Synthesis of the 

artificial CfTX1complete gene was 

prepared in plasmid pUC57. The C-cftx1 

was cloned using a polymerase chain 

reaction (PCR) and subcloned with BamHI 

and SalI restriction enzyme sites in 

pET28a-stxB expression vector and 

transformed into E.coli. Gene expression 

was artificially induced by Isopropyl β- d-

1-thiogalactopyranoside. After the 

purification of the protein and its injection 

into the Syrian mice, the amount of 

produced antibody was measured in the 

serum. The rats were also challenged by the 

venom of the jellyfish (i.e., Rhopilema 

nomadic).  

 

Findings: In this experimental study, the C-

CfTX1-STxB gene was cloned in the 

expression vector pET28a (+), sequenced 

by PCR, and analyzed by enzymatic 

analysis. Moreover, the produced 

recombinant protein was confirmed by 

Western blotting. The produced antibody in 

the serum was quantified using an enzyme-

linked immunosorbent assay.  

 

Discussion & Conclusions: After 60 days, 

the immunized mice tolerated 50x LD50 of 

jellyfish venom. Considering the 

ineffectiveness of cardiotoxicity and 

neurotoxicity of the recombinant protein, 

this produced protein can be suggested as a 

jellyfish venom vaccine candidate in Syrian 

mice or at a later stage of a clinical trial in 

humans. 
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