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 چکیده

این باکتری به عنوان یکی از  B عامل ایجاد عفونت بیمارستانی و کولیت غشای کاذب می باشد. توکسین کلستریدیوم دیفیسیلباکتری  مقدمه:

زای توکسین شناخته و به  ( این توکسین، ناحیه ایمنیRBDفاکتورهای اصلی بیماری زایی این باکتری شناخته شده است. ناحیه اتصالی پذیرنده)
 منظور به لاکتیس لاکتوکوکوس باکتری در B توکسین زای ایمنی ناحیه بیان و نمودن کلون مطالعه این متصل می شود. هدف گیرنده واقع در روده

 بر مبتنی و آینده مطالعات در جایگزین درمانی روش یک عنوان به دیفیسیل، کلستریدیوم از ناشی کولیت علیه ایمن و مطمئن دهانی واکسن تهیه
 .باشد می لاکتوکوکوس

تکثیر  PCRبه روش  RBD از باکتری کلستریدیوم دیفیسیل و با پرایمرهای طراحی شده، قطعه DNAابتدا با استخراج  مواد و روش ها:

های  با برش آنزیمی توسط آنزیم RBDترانسفورم شد. سپس قطعه  E.coliالحاق و در باکتری  pTZ57R/Tشد. قطعه تکثیر شده در پلاسمید 
NcoI  وSacI از پلاسمید ،pTZ57R/T خالص سازی شد. قطعه  خارج وRBD  در پلاسمید بیانی pNZ8149های  برش خورده با آنزیم

های مستعد لاکتوکوکوس  حاوی قطعه با روش الکتروپوریشن درون سلول pNZ8149بیانی  الحاق شد. سپس پلاسمید مشابه تحت شرایط مناسب
 لاکتیس ترانسفورم شد.

 نوترکیب پلاسمید روی بر آنزیمی هضم ،PCR انجام  با کلونینگ صحت شده، ترانسفورم های کلونی غربالگری از پس :های پژوهش یافته

 . شد تایید توالی، تعیین با نهایتاً و شده استخراج

مطمئن و ایمن، به عنوان لاکتوکوکوس لاکتیس تولید کننده این ناحیه ایمنی زا می تواند به منظور تهیه واکسن دهانی  بحث و  نتیجه گیری:

 در مطالعات آینده مورد استفاده قرار گیرد. یک روش درمانی جایگزین جهت کاهش شیوع عفونت کلستریدیوم دیفیسیل
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 قدمهم
ای گرم  باکتری کلستریدیوم دیفیسیل، باکتری میله

 هوازی و اسپور زا می باشد. عفونت مثبت، بی
ترین عامل کولیت غشای  شایع ،دیفیسیل کلستریدیوم

شده و اسهال ناشی از آنتی بیوتیک شناخته  کاذب
لور طبیعی روده، سد مهمی در برابر ـــ. ف(1)است

، (2)شود کلونیزاسیون این عامل بیماری زا محسوب می
 زمانی دیفیسیل کلستریدیوم از ناشی های بیماری لذا
 تغییر از پس کند، تغییر طبیعی فلور که دهد می رخ

 کلونیزاسیون و رشد به میزبان میزبان، روده طبیعی فلور
 سپس و شود می حساس دیفیسیل کلستریدیوم باکتری

 ایجاد سم، تولید با و روده در نمو و رشد  با باکتری این

 جمعیت خوردن همه ب اصلی علت. کند می اسهال
 رویه بی رفــــمص روده، عیـــطبی های تریـــباک

 و کلیندامایسین سیلین، آمپی ویژه به ها بیوتیک آنتی

 شیوع خطر که طوری به. باشد می ها سفالوسپورین
 کلستریدیوم از ناشی کاذب غشای کولیت بیماری

 افزایش ها بیوتیک آنتی این مصرف واسطه به دیفیسیل
ها در  سینــــش توکـــبا توجه به نق(. 2)یابد می

زایی این باکتری، پژوهش های زیادی در زمینه  بیماری
های این باکتری انجام شده است. مطالعات در  توکسین

، دیفیسیل کلستریدیوممورد دو اگزوتوکسین باکتری 
ان ـــ( نشTcdB) B( و توکسین TcdA) Aتوکسین 

می دهد این دو توکسین عوامل مهم بیماری زایی این 
به  TcdBو  TcdA (.1)شوند  باکتری محسوب می

شناخته  سیتوتوکسین ترتیب به عنوان انتروتوکسین و
 TcdB( و kDa803 ) TcdAدو توکسین  .(2)اند شده

(270 kDaبه وس ) یله ژن های کروموزومی کد شده که
در اواخر فاز لگاریتمی و ابتدای فاز سکون رشد باکتری 

 .(8)شوند در پاسخ به محرک های محیطی بیان می
جزو خانواده توکسین های گلیکوزیله این دو توکسین 

کننده کلستریدیومی هستند و از نظر ساختاری از ناحیه 
(، ناحیه خود واکنشگری GT) Nگلیکوترانسفراز انتهای 

( TMD، ناحیه انتقال مرکزی)(CPDسیستئین پروتئاز)
ناحیه اتصال به گیرنده در  حاوی مناطق آبگریز و

پتیدهای تکراری ــــ( شامل الیگوپRBD) Cانتهای 
 )شکل(4)تشکیل شده است  (CROPsکلستریدیومی)

و  Aهدف توکسین های  Rhoپروتئین های (. 1 شماره

B فعالیت  .(5)کلستریدیوم دیفیسیل قرار می گیرند
گلیکوترانسفرازی توکسین های باکتری در سلول های 

 را تغییر و در نهایت Rho های پروتئینهدف، ساختار 

یندهای آفرها،  این پروتئینبا غیر فعال شدن عملکرد 

ها روی می دهد و  ادی در سلولــــفیزیولوژیکی زی
. درمان و (4)اد بیماری نقش دارندــــدر ایج مستقیماً

با کلستریدیوم دیفیسیل رتبط با ــــاری مــکنترل بیم
شناخت دقیق سویه بیماری زا، نوع توکسین تولید شده 

تواند شامل  باکتری، نوع و شدت بیماری میتوسط 
درمان آنتی بیوتیکی و یا جراحی در صورت  پیشرفت 

کلستریدیوم  بیماری باشد. کاهش میزان عفونت 
دودتر آنتی بیوتیک ها ـــفاده محــــبا استدیفیسیل 

امکان پذیر است. در حال حاضر اطلاعات محدودی در 
کسیناسیون برای مورد استفاده از پروبیوتیک ها و وا

واکسن در حال تولید   (.1)کنترل بیماری وجود دارد
توسط سانوفی پاستور، برای جلوگیری از بیماری توسط 

معرفی شده است. این واکسن کلستریدیوم دیفیسیل 
فعال شده با فوق خالص غیر B و Aحاوی توکسین 

با توجه به  .(6)باشد جذب شده با آلوم می فرمالین و
فزون اسهال ناشی از درمان آنتی بیوتیکی گسترش روزا

های مقاوم به آنتی بیوتیک   چنین گسترش سویه و هم
و البته هزینه بالای درمان بیمار، استفاده از روشی ایمن 

های  طه باکتریـــــرل کننده بیماری به واسکنت و
روه مهم از ـــشود. یک گ هاد میــپیشنپروبیوتیک 

 باکتری های لاکتیک اسیدباکتری های پروبیوتیک، 

وازی اختیاری، غیر اسپورزا و ـــی هــــگرم مثبت، ب
د. این باکتری ها مزوفیلیک، ــــغیرمتحرک می باشن

( GRASهتروفرمانتاتیو و جزو ارگانیسم های ایمن)
هستند که به طور گسترده در صنایع غذایی مورد 

ن یکی از کاربردهای مهم ای. (7)استفاده قرار می گیرند

عنوان حامل های کلونینگ و بیان  باکتری ها، به
.  (3)پروتئین های هترولوگ درون سلول می باشد

 لاکتوکوکوس لاکتیس یکی از اعضای شناخته شده
برای تولید پپتیدها،  یک اسیدـــباکتری های لاکت

پروتئین ها و واکسن های دهانی به طور گسترده 
ی واکسن مبتنی استفاده می شود. در مقایسه با ناقل ها

لاکتوکوکوس لاکتیس به دلیل تولید  کلی،اشرشیابر 
و توانایی  (10)پروتئاز کمتر، عدم وجود اندوتوکسین



 89دوره بیست و هفت، شماره چهارم، مهر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

52 

های ایمنی عمومی و مخاطی  تحریک هر دو نوع پاسخ
با توجه به  (10،11)جایگزین بهتری محسوب می شود

و  Bتوکسین  مطالعات انجام شده در مورد ساختار
باکتری کلستریدیوم  اهمیت آن در بیماری زایی

مطالعه کلون نمودن و بیان ناحیه  دیفیسیل، هدف این

در باکتری کلستریدیوم دیفیسیل B  زای توکسین ایمنی
می باشد تا در مطالعات  باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس

تولید واکسن  آینده نقش آن در ایمنی زایی و احتمالاً
 دهانی ایمن بیشتر بررسی شود.

 مواد و روش ها
مورد های باکتریایی و محیط کشت های  سویه

 ویه های میکروبیـــطالعه ســــدر این م :استفاده

Clostridium difficil 027 یه شده از مرکز ــــ)ته
  Escherchia coli TOP 10  تحقیقات دکتر البرزی(،

Lactococcus lacis NZ3900- lacF  و
ط ــ،  محی-

محیط غنی انتخابی جهت رشد  CDMNهای   کشت
 C.difficile (Thermo Scientific تریـــــــباک

CM0601 لاکتوز  درصد 5/0(. محیط کشت الیکر با
جهت غربالگری کلنی حاوی وکتور نوترکیب و محیط 

( به MERCKاوی لاکتوز)ـــآبگوشت ح M17 کشت
Lactococcus lacis NZ3900- lacFمنظور رشد 

-   

 استفاده شد.

کروموزومی  DNAاز  RBDتهیه قطعه ژنی 
استخراج شده از کلستریدیوم دیفیسیل با استفاده 

از مرکز  سیلــدیفی ستریدیومــــباکتری کل : PCRاز
تحقیقات میکروبی دکتر البرزی تهیه شد. پودر لیفوفلیزه 

 5حاوی باکتری کلستریدیوم دیفیسیل با استفاده از 
د تحت شرایط ـــمایع و رش CDMNمیلی لیتر محیط 

 43به مدت درجه سانتی گراد  87در دمای  هوازی بی
ساعت فعال شد. در ادامه از این محیط مایع جهت 

دست آوردن کلنی ه کشت روی محیط بلاد آگار برای ب
و  دست آوردن کلنی تکه از ب پستک استفاده شد. 

بر روی محیط آگار خوندار کلستریدیوم دیفیسیل  رشد
 به گراددرجه سانتی  87 دمای به صورت چمنی در

کروموزومی به روش  DNAساعت، استخراج  43 مدت
کلروفرم انجام شد. به منظور تکثیر قطعه ژنی -فنل

RBD ابتدا توالی کدکننده ،tcdB  با شماره دسترسی
NC-009089.1 ت ــــاز سایNCBI دریافت شد. 

 بینی پیش با آن پپتیدی پلی توالی بودن ایمونوژنیک
 از استفاده با B-Cell فضایی و خطی های توپ اپی

 سه ساختار بینی پیش چنین هم و ElliPro سرور
 سرور از ادهـــــتفـــاس با یدیــآمینواس توالی بعدی

I-TASSER از این توالی به عنوان سپس  شد. تایید
الگو جهت طراحی پرایمر برای قسمت ایمونوژنیک آن 

های برش  و دارای ترادف لازم برای شناسایی جایگاه
، استفاده pNZ8149در وکتور  SacIو  NcoIآنزیمی 

دو پرایمر رفت و برگشت طراحی  و طول توالی .شد
برنامه حرارتی ذکر شده است.  1شماره  در جدولشده 
PCR با طول  جهت تکثیر قطعه مورد نظرbp 1448    

طبق  کلستریدیوم دیفیسیلکروموزومی  DNAاز روی 
یند الکتروفورز آجهت فر ( انجام و2 شماره جدول)

 بارگذاری شد.  درصد 1روی ژل  PCRمحصول 
 .Cباکتری  RBD ژنی والی قطعهــــکلون کردن ت

difficle 027  ل  ـــــــاقــدرون نTA clone 
(pTZ57R/T):  به منظور وارد کردن قطعه ایمونوژنیک

TA clone (pTZ57R/T  ،)تکثیر شده درون پلاسمید 
بر روی ژل بارگذاری و پس از  PCRابتدا محصول 

با استفاده از  PCRمشاهده باند مورد نظر، محصول 
( تخلیص Fermentaseاز ژل) DNAکیت استخراج 
ل  ـــــژن مورد نظر درون ناقتوالی شد. در نهایت 

TA clone (pTZ57R/T) اده از ــــتفــــا اســـب
 Thermo Scientific Ins TAclone PCRکیت

Cloning Kit  .کلون شد 
قطعه به  حاوی pTZ57R/T ناقلترانسفورماسیون 

های  نمونه :E.coli TOP10های مستعد  درون سلول
های   حاوی قطعه، به سلول pTZ57R/Tمختلف ناقل 

E.coli TOP10   مستعد شده به روش شوک حرارتی
های ترانسفورم شده بر روی  انتقال داده شدند. باکتری

سیلین با غلظت  جامد حاوی آمپی LBمحیط کشت 
ساعت  13به صورت چمنی به مدت  mg/ml50  نهایی

 .(12)کشت داده شدنددرجه سانتی گراد  87در دمای 
 Colonyوسیله ه غربالگری سویه های نوترکیب ب

PCR به  :و هضم دوگانه و روش هضم آنزیمی ساده
وکتور نوترکیب به ترانسفورماسیون)انتقال( منظور تایید 

صورت گرفت PCR  ، کلنی E.coli TOP10باکتری 
و جهت انجام واکنش هضم، ابتدا پلاسمید ناقل توسط 



 محمد ربانی خوراسگانی و همکاران-...کلستریدیوم دیفیسیل  Bکلونینگ ناحیه ایمونوژنیک توکسین 

52 

استخراج شد. سپس برای  (Thermo Scientific)کیت
  SacI و NcoIهای برش دهنده  هر کدام از آنزیم

چنین  واکنش هضم به طور جداگانه)هضم ساده( و هم
م دوگانه( انجام گرفت. محلول زمان)هض به طور هم

درجه سانتی  87ساعت در انکوباتور  6فوق به مدت 
ها با روش الکتروفورز بر روی ژل  دمادهی و نمونهگراد 
 بررسی قرار گرفتند. مورد درصد 1آگارز 

 باکتریاز  pNZ8149د ـــــراج پلاسمیــاستخ
Lactococcus lactis NZ3900-lacF-:  پلاسمید

pNZ8149 بیانی ناقل(cat VS-ELV00300-01) 
حاوی توالی هورمون رشد می باشد. پس از تکثیر این 

( از Thermo Scientific)با استفاده از کیت پلاسمید،
به  استخراج و سپس Lactococcus lactisباکتری 
سازی برای دریافت قطعه مدنظر برش  آمادهمنظور 

 SacIو NcoI (Thermo Scientific)می ــــزیــآن

(Promega)  .انجام شد 
حاوی  TA vector(pTZ57R/T)هضم دوگانه 

های  با آنزیم pNZ8149 و وکتور RBD قطعه ژنی
NcoI  وSacI:  واکنش هضم دوگانه با دو آنزیمNco1 

جهت خارج   TA(pTZ57R/T)بر روی ناقل Sac1و 

بر روی ناقل  چنین و هم tcdBژنی نمودن قطعه 
pNZ8149  به منظور حذف توالی کدکننده همرمون

در انجام شد. رشد و دریافت قطعه ژنی ایمونوژنیک 
هضم  DNAنهایت پس از خالص سازی محصول 

شده، غلظت هر یک از محصولات هضم شده بر روی 
 DNAدر مقایسه با اندازه نمای  درصد 1ژل آگارز 

 تخمین زده شد. 
کوس الکتروپوریشن سلول مستعد باکتری لاکتوکو

دارای قطعه  pNZ8149لاکتیس با وکتور نوترکیب 
های حاوی  غربالگری کلنیو  RBD ژنی ژنی قطعه

به منظور  NICE غربالگری در سیستم :وکتور نوترکیب
های ترانسفورم شده از ترانسفورم نشده  تشخیص سلول

اساس توانایی رشد بر روی محیط اختصاصی الیکر  بر
محیط بنفش رنگ با وجود  باشد. حاوی لاکتوز می

 .(3)شود پلاسمید زرد رنگ می دریافت کنندهباکتری 
های زرد به طور  در مرحله غربالگری، تعدادی از کلنی

جداگانه با استفاده از خلال دندان استریل به محیط 
M17  16آبگوشت حاوی لاکتوز منتقل شدند و بعد از 

انجام های مذکور استخراج پلاسمید  ساعت از باکتری
به منظور بررسی وجود قطعه الحاق یافته در گرفت. 

بر روی پلاسمیدهای  PCRواکنش های حاصل،   کلنی
وجود قطعه . جهت اطمینان انجام شد استخراج شده

های غربال  در کلنی دارای توالی مدنظر الحاق یافته
ام شد. با انجام جانشده، در ابتدا هضم ساده و دوگانه 

 طراحی  R پرایمر با طرفه یک صورت به توالی تعیین
فناورکوثر  کاوش شرکت توسط( 1 شماره جدول)شده

 شماره با جهانی ژن بانک در و انجامیید نهایی ات
 .شد ثبت KT334334.1 دسترسی

 pNZ8149در وکتور  RBDعه ژنی ــطــــبیان ق
س حاوی ــــوس لاکتیــباکتری لاکتوکوک :نوترکیب

 و در M17در محیط  pNZ8149پلاسمید نوترکیب 
القاکننده نایسین کشت داده شدند و  ng/ml5 حضور 

های القا شده و هم  در نهایت با سونیکاسیون باکتری
های القا نشده به عنوان کنترل منفی  چنین باکتری

 بر روی ژل)عدم بیان قطعه( پروتئین استخراجی 
SDS-PAGE  5/12 (12)الکتروفورز شد درصد. 

 یافته های پژوهش
از کلستریدیوم دیفیسیل و انجام  DNAاستخراج 

تخراج ـــپس از اس :RBD ژنی قطعه PCRواکنش 
DNA بررسی ریدیوم دیفیسیل و ــکروموزومی از کلست

طبق   PCR، واکنش کیفی آن به روش الکتروفورز
انجام شد. طول قطعه  2شماره  شرایط مندرج در جدول

می باشد که در چاهک  tcdB ،bp 1448ایمونوژنیک 
اندازه نما به  bp 1500تر از  باند  کمی پائین 2شماره 

 (.2 شماره درستی قرار گرفته است)شکل

 C.difficleباکتری  RBD یـــژن کلونینگ قطعه

پس از   :TA clone (pTZ57R/T)ل ـــدرون ناق 027
 TA cloneکلون نمودن قطعه مورد نظر درون وکتور 

(pTZ57R/T )یون به درون باکتری ـــو ترانسفورماس
ی ترانسفورماسیون  ــــ(، درستE.coli TOP10مستعد)

TA clone  در اشرشیاکلیTOP10  با مقایسه رشد
 به عنوان نمونه pcDNAکلنی های الحاق یافته با 

کنترل مثبت و عدم رشد کنترل منفی)فاقد قطعه( تایید 
 (.8 شماره شد)شکل
 ناقل درون RBD ژنی عهــــقط کلونینگ تایید

TA clone (pTZ57R/Tب )روش  هـــــColony 
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PCR یاکلیــــهای اشرش کلنی TOP10:  به منظور
ون)انتقال( وکتور نوترکیب ـــــفورماسیـــتایید ترانس

pTZ57R/T یـــــژن عهـــحاوی قط RBD  درون
، واکنش TOP10 لیــــستعد اشرشیاکــسلول های م

Colony PCR  با پرایمرهای طراحی شده برای قطعه
طی  bp 1448مورد نظر انجام گرفت. مشاهده باند 

، درستی عملکرد Colony PCRالکتروفورز محصول 
و  TA clone (pTZ57R/T)ل ـــــگ در ناقـکلونین

  اشرشیاکلی های مستعد ترانسفورماسیون درون سلول
TOP10 شکل(شماره  را تایید می کندa4.) 

ل ــــدرون ناق RBDعه ژنی ـــکلونینگ قط تایید
TA clone (pTZ57R/T) پس  :به روش هضم دوگانه

از هضم آنزیمی دوگانه بر روی پلاسمید نوترکیب 
pTZ57R/T با مشاهده قطعه ژنی ،tcdB  با طولی

فاقد  pTZ57R/Tو قطعه پلاسمید  bp 1448برابر 
، کلون سازی قطعه bp 2336با طول  tcdBقطعه ژنی 

  (.b4 شماره تائید شد)شکل tcdBژنی 

در وکتور  RBD ژنی سازی قطعه به منظور کلون
 ، واکنش هضم دوگانه بر روی وکتورpNZ8149بیانی 

pTZ57R/T  هم چنین بر با هدف خروج قطعه ژنی و
به منظور خروج توالی  pNZ8149وکتور بیانی روی 

هورمون رشد انجام شد. سپس وکتور هضم شده با 
آلکالین فسفاتاز تیمار و در نهایت  استخراج پلاسمید 

 )وکتور( از ژل و تخلیص آن انجام شد. 
در وکتور بیانی  RBD ژنی تایید حضور قطعه

pNZ8149    به روشColony PCR  کلنی های زرد
ظیم واکنش الحاق ـــپس از تن :لاکتوکوکوس لاکتیس

بر اساس  pNZ8149قطعه ژنی درون وکتور بیانی 
شدت باندهای استخراجی وکتور و قطعه ژن درخواستی 

تور و قطعه هضم ـــــچنین محاسبه میزان وک و هم
-www.insilico.uni  ایتــــسده در ــــآنزیمی ش

duesseldorf.de ، الکتروپوریشن سلول مستعد باکتری
با وکتور بیانی نوترکیب دارای  لاکتیس لاکتوکوکوس

 از  lacFبه دلیل  حذف ژن  .نظر انجام  شدقطعه مورد 

مورد مطالعه، این سویه  NZ3900 L. lactis سویه
باشد مگر این که از طریق  قادر به تخمیر لاکتوز نمی
این این سویه قبل از  بر پلاسمید دریافت شود. بنا

غربالگری ترانسفورماسیون نباید لاکتوز را تخمیر کند. 

اوی وکتور ــــح یســلاکت های لاکتوکوکوس کلنی
محصول الکتروپوریشن روی نوترکیب پس از کشت 

های زرد رنگ انجام و  محیط الیکر با انتخاب کلنی
ید حضور قطعه ژنی مورد نظر در مراحل بعد یبرای تا
پس از استخراج  شت مجدد قرار گرفتند.مورد ک

با  PCRهای زرد رنگ، واکنش  پلاسمید از کلنی
پرایمرهای طراحی شده برای قطعه ژنی مورد نظر، 

 شکل)ها تائید نمود ضور قطعه را در یکی از کلنیح
   (.a5شماره 

وکتور نوترکیب در  RBD ژنی تایید حضور قطعه
ساده و هضم آنزیمی به روش  pNZ8149 بیانی

ضمن تایید حضور قطعه درکلنی وکتور نوترکیب  :دوگانه
هضم آنزیمی ساده و ، روش Colony PCRبه روش 

 ژنی حاوی قطعه  pNZ8149نوترکیب دوگانه وکتور
RBD نیز انجام شد که در شکل نشان داده شده است 
 RBD ژنی تایید نهایی حضور قطعه (.b5شماره  )شکل

به روش تعیین توالی انجام در باکتری ترانسفورم شده 
 با استفاده از پرایمر PCR که محصول شد. به طوری

R توسط شرکت کاوش  ها( )بخش مواد و روشطراحی

تعیین توالی و در بانک طرفه  صورت یکه بوثر، ک فناور
 ثبت شد.KT334334.1  ژن جهانی با شماره دسترسی

 pNZ8149در وکتور  RBD ژنی بیان قطعه
پس از کشت باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس  :نوترکیب

 M17در محیط  pNZ8149حاوی پلاسمید نوترکیب 
و در حضور القاکننده نایسین، در مقایسه با کشت کنترل 
منفی)لاکتوکوکوس لاکتیس فاقد پلاسمید نوترکیب( 

 با( B توکسین یرندهــــگ)ظرـــــن مورد پروتئین بیان
 به روش دالتون لوـــــکی 52 حدود مولکولی وزن

SDS-PAG  شماره )شکلررسی قرار گرفتـــمورد ب 
6.) 
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  B توکسین C( به عنوان ناحیه ای ایمنی زا در انتهای RBD: ناحیه اتصال به گیرنده)TcdBو  TcdAساختار شماتیک  .1شماره  شکل

 
 توالی پرایمرهای طراحی شده در این مطالعه .1شماره  جدول

5' GCATCCCATGGGCCAAACAGGTGTATTTAGTACAGAAGATGG 3' 

NcoI  Restriction site:  CCATGG 
 جفت باز F :42پرایمر

5' CTTCTGAGCTCCTATTCACTAATCACTAATTGAGCTGTATCAG 3'  

Sac I  Restriction site : GAGCTC                           
 باز جفت R :48 پرایمر

 
 

 PCR  واکنش انجام جهت ترموسایکلر دستگاه به شده داده برنامه .2شماره  جدول
 تعداد سیکل )ثانیه(مانز )درجه سلسیوس(دما مرحله

  120 44 واسرشت اولیه

  60 44 واسرشت

  80 56 اتصال

 85 100 72 بازآرایی)گسترش(

  600 44 بازآرایی نهایی

 
 

 
 RBDقطعه ژنی  bp 1441 قطعه  و چاهک دوم، DNA : چاهک اول، اندازه نماPCRالکتروفورز محصول  .2شماره  شکل

 
 

 
 E.coli TOP10در کلنی های  RBD ژنی (  ناقل قطعهpTZ57R/T) TA cloneتایید ترانسفورماسیون وکتور  .1شماره  شکل

 به  pcDNAهای حاوی پلاسمید  کلنی ب( ،RBD ژنی قطعهدریافت کننده   TA cloneهای حاوی پلاسمید  الف( کلنی

 ج( کنترل منفی عنوان کنترل مثبت،

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 TA clone                                             

       pcDNA                                     
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 در کلنی های اشرشیاکلی  Colony PCRهضم دوگانه و  با دو روش  pTZ57R/Tتاییدکلونینگ قطعه ایمونوژنیک درون ناقل . 4شکل شماره 

TOP10 (a روش  Colony PCR اشرشیاکلی های کلنی TOP10، (b  روش هضم دوگانه: با برش دوگانه وکتورpTZ57R/T   

  بدنه وکتور() bp 2882ظهور دو قطعه  ، 2، در چاهک شماره Sac Iو  NcoIترکیب با دو آنزیم نو

 )ژن مورد نظر( نشاندهنده درستی کلونینگ می باشدbp 1441و 

 

 

 

 

 

 

 
در کلنی های زرد  Colony PCRهضم دوگانه و  با دو روش pNZ8149تاییدکلونینگ قطعه ایمونوژنیک درون وکتور بیانی . 5شماره  شکل

( روش هضم آنزیمی ساده و دوگانه وکتور b لاکتیس زرد لاکتوکوکوس های کلنی Colony PCR روش (aلاکتوکوکوس لاکتیس 

 ، Sac Iهضم ساده با آنزیم  2، چاهک NcoIهضم ساده با آنزیم  1چاهک   :pNZ8149نوترکیب

 Sac Iو  NcoIهضم دوگانه با دو آنزیم  1چاهک 
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 :نایسین القاگر حضور در pNZ8149مربوط به پروتئین بیان شده در وکتور بیانی نوترکیب  SDS PAGEژل  .2شکل شماره 

 ، (نوترکیب پلاسمید فاقد لاکتیس لاکتوکوکوس)کنترل منفی 1چاهک شماره ، (Thermo Scientific™ 26610مارکر پروتئین)

 ناقل قطعه ژنی مورد نظر pNZ8149نوترکیب  پلاسمید حاوی لاکتیس لاکتوکوکوس 2چاهک شماره 

 

 

 نتیجه گیری و  بحث
مطالعات قبلی در زمینه کنترل عفونت زایی باکتری 

بیماری کولیت غشای  بهبودی کلستریدیوم دیفیسیل و
کاذب با استفاده از ناقل های مختلف جهت بیان 
توکسین های باکتری کلستریدیوم دیفیسیل بیشتر 

باشد. به عنوان مثال تانگ و  معطوف به اشرشیاکلی می
کلونینگ و بیان توکسین  2002همکاران در سال 

TcdB  باکتری کلستریدیوم دیفیسیل را مورد مطالعه
ین در ــــوکســکه ژن این ت طوری قرار دادند. به

کلون و در  TOP10های مستعد اشرشیاکلی   سلول
اشرشیاکلی وارد شده است. بیان   pBADوکتور بیانی 

به روش وسترن  TcdBپروتئین نوترکیب، توکسین 

توکسین کلستریدیوم سوردلی  بلات و با حضور آنتی
انجام شده   های . بررسی(18)گرفت مورد تایید قرار

ین های ــــان توکســــگ و بیـونینــــلـــجهت ک

دهد معایبی از جمله   نشان می دیفیسیل کلستریدیوم
خالص در اشرشیاکلی،  های کاملاً  عدم تولید توکسین

و هم چنین  LPS، اندوتوکسین  وجود فعالیت پروتئازی
، محققین را بر این (4)سازی  روش پیچیده خالص

وبیوتیک ایمنی زا و با داشته است که ناقل های پر
کاربرد تولید واکسن دهانی ایمن، جایگزین باکتری  

مایند. در این مطالعه ــــهاد نــــاشرشیاکلی را پیشن
ک اسید به عنوان کاندیدهای ــــهای لاکتی  باکتری

شوند چرا که امروزه  جایگزین اشرشیاکلی پیشنهاد می
های لاکتیک اسید به عنوان حامل   استفاده از باکتری

بیان کننده ترکیبات دارای خصوصیات درمانی و یا 

پیشگیری کننده توجه محققین را به خود جلب کرده 
 است. 

ای به  طور فزاینده های نوترکیب به پروبیوتیک
های  عنوان حامل برای بیان و تحویل هدفمند مولکول

تغذیه و نوترکیب یا طبیعی به سطوح مخاطی در 
های تحویل با واسطه  کنند. سیستم سلامت عمل می

ها در حد  ها نیاز به خالص سازی مولکول پروبیوتیک

ها به  کنند و امکان تحویل مولکول وسیع را رفع می
سازند. مفهوم داروی زیستی به  مخاط را ممکن می

های نوترکیب زنده برای  تجویز خوراکی میکروارگانیسم
لف گفته ـــهای مخت اریـــدرمان بیم پیشگیری یا

ه باکتری لاکتوکوکوس ــــدر این مطالع .(14)شود می
لاکتیس به عنوان میزبانی ایمن و مناسب برای کلون 

 Bوکسین ــــت (RBDنمودن ناحیه اتصالی پذیرنده)
باکتری کلستریدیوم دیفیسیل مورد استفاده قرار گرفت. 

ایمن بوده و  سویه استفاده شده در این مطالعه کاملاً
اء بسیار جزئی  ـــیاز برای القــــمقادیر نایسین مورد ن

باشد. این سویه بسیار سریع در محیط مناسب رشد   می
 ، در طول مراحل رشد نیاز به هوادهی نداشته، بنا کرده

باشد. باکتری   این مراحل انجام کار بسیار آسان می بر
و شاخص باکتری های ـــلاکتوکوکوس لاکتیس، عض

های آن به طور کامل   اسید لاکتیک بوده و ویژگی
بررسی شده است. لاکتوکوکوس لاکتیس برای تولید 

 DNAهای زیستی مفید و برای انتقال   پروتئین
اسب می باشد. های یوکاریوتی من  پلاسمیدی به سلول

 نوان روشیـجمله مزایای استفاده از این باکتری به ع از
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( 1توان به   برای تحویل واکسن و انتقال آنتی ژن می
( انجام پژوهش های مولکولی و ژنتیکی 2ایمن بودن 

های گسترده فراوان و جدید این  متمرکز جهت کاربرد
باکتری به عنوان سیستم تحویل واکسن، تحویل ژن، 

( فقدان 8 های غیر مشابه و تحویل دارو  پروتئین بیان

دوتوکسین ـــنفی و انــــساکاریدهای گرم م پلی لیپو
( کوچک بودن اندازه ژنوم و داشتن اگزوپروتئین های 4

( غیر تهاجمی و غیر انگلی 5کمتر نسبت به اشرشیاکلی 
بودن آن و پتانسیل کمتر برای ایجاد تحمل ایمنی یا 

( القای پاسخ های ایمنی مخاطی 6جانبی بروز اثرات 
( و سیستمیک)عمومی( پس از تحویل آنتی IgA)ترشح

 .(15)ژن ها، اشاره نمود

اهمیت این مطالعه، امکان تولید قطعه ژنی گیرنده 
وتیک لاکتوکوکوس ـــتری پروبیـــدر باک Bتوکسین 

لاکتیس می باشد. با تاکید بر این موضوع که تولید این 
کتری ایمن با ویژگی درجه غذایی برای قطعه در با

مصارف خوراکی و یا سایر مصارف دیگر انسانی را  
نسبت به سایر سیستم های تولید وابسته به اشرشیاکلی، 

می تواند در  ایمن تر می کند. مطالعه حاضر احتمالاً
آینده جهت تولید واکسن های کاربردی غذایی به کار 

 رود.

   سپاسگزاری

 در اصفهان دانشگاه مالی حمایت بدین وسیله از
 .می شود قدردانی و تشکر کمال تحقیق این انجام
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Abstract 

Introduction: Clostridium difficile 

bacterium is the leading cause of clinical 

infection and pseudomembranous colitis. 

Toxin B (TcdB) of C. difficile is regarded 

as one of the main virulence factors of this 

bacterium. Moreover, the receptor binding 

domain (RBD) of this toxin which is known 

as an immunogenic domain attaches to its 

receptor in intestine. This study aimed to 

clone and express the immunogenic domain 

of the Toxin B in Lactococcus lactis to 

provide a safe oral vaccine against colitis 

caused by C. difficile as an alternative 

treatment in future studies based on 

Lactococcus. 

 

Materials & Methods: In order to clone this 

segment, at first, the DNA was extracted 

from C. difficile, and then, the RBD gene 

segment was amplified by the PCR method 

using designed primers. The amplified 

segment was attached to pTZ25R/T plasmid 

and transformed into Escherichia 

coli. Subsequently, the RBD segment was 

extracted from pNZ9418 plasmid using 

restriction enzymes, such as SacI and NcoI, 

and then it was purified in this study. 

Following that, the RBD segment was cut 

in pNZ8149 plasmid using the same 

enzymes and was attached under the proper 

condition. The pNZ8149 plasmid with 

segment was transformed into L. lactic 

competent cells by electroporation method. 

 

Findings: After the screening of electro-

transformed colonies, the accuracy of 

cloning was verified using PCR, enzyme 

digestion on the extracted recombinant 

plasmid, and sequencing. 

  

Discussion & Conclusions: According to 

the results, L. lactic which produces the 

immunogenic domain can be used as a safe 

oral vaccine and can be considered as an 

alternative therapy to reduce the incidence 

of Clostridium difficile infection in further 

investigations.  

 

Keywords: Clostridium difficile, cloning, 

toxin B, Lactococcus.lactic 
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