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 اتصالی هايواحد زایی پروتئین هاي نوترکیب زیر بررسی و مقایسه میزان ایمنی   
  نوروتوکسین تتانی و توکسین حساس به حرارت اشریشیاکلی و ارتباط آن با خاطره ایمنی

  
   1رام نظریانشه ، 5فرید عزیزي جلیلیان، 1،4علی میري، 2رضا اولاد غلام، 3جعفر سلیمیان، 1مجتبی سعادتی، 1،2احسان رضایی

  
  )ع( دانشگاه جامع امام حسین دانشکده علوم، زیست شناسی،گروه) 1

 )عج(، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االلهبیوتکنولوژي کاربرديمرکز تحقیقات ) 2
  )عج(، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االلهکاربردي میکروبیولوژيمرکز تحقیقات  )3
  )عج(م پزشکی بقیه االلهژنتیک انسانی، دانشگاه علوتحقیقات مرکز ) 4
   دانشگاه علوم پزشکی ایلامدانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی،) 5
   

  3/6/92: تاریخ پذیرش      11/3/92 :تاریخ دریافت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

پروتئین نوترکیب،  ،(LTB)توکسین حساس به حرارت B ، زیر واحد(THc)دومین اتصال دهنده توکسین کزاز:  واژه هاي کلیدي
  نتی بادي، خاطره ایمنی تیتر آ 

 

                                                
عج(مرکز تحقیقات میکروبیولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله:  نویسنده مسئول(  

Email: jafarsalimyan@yahoo.com 

  چکیده
زیر واحد . از عوامل حدت زاي باکتري اشریشیاکلی انتروتوکسیژنیک است) LT(توکسین حساس به حرارت:      مقدمه

LTBتوکسین کلستریدیوم تتانی . ن و قادر به ایجاد مصونیتی شش ماهه در انسان است، قسمت اتصال دهنده توکسی
 قسمت اتصال Hcزیر واحد . ایجاد می نمایدعامل بیماري کشنده کزاز است و توکسوئید آن مصونیتی ده ساله در انسان 

 ایجاد LTB و THc نوترکیب يمیزان ایمنی زایی که هر یک از زیر واحدها. دهنده و ایمونوژنیک توکسین کزاز می باشد
هدف از این مطالعه . تواند از عواملی باشد که در به وجود آمدن مصونیتی با ماندگاري متفاوت تاثیرگذار باشدمی کنند، می 

 در مدل حیوانی و بررسی ارتباط آن با مدت THc و LTBزایی دو پروتئین نوترکیب ارزیابی و مقایسه میزان ایمنی 
  .دمصونیت می باش

 تراریخته با  E.coli Bl21 DE3میزبان با استفاده از LTB و THc هاي نوترکیب  بیان پروتئین:      مواد و روش ها
 از فاز نامحلول و LTBپس از بیان در شرایط بهینه، .  حاوي این دو ژن در شرایط بهینه انجام شدpET28aوکتورهاي 

THc از فاز محلول تخلیص و خلوص آن بر روي ژل SDS-PAGEزایی، این دو جهت بررسی ایمنی.  بررسی گردید 
  .بادي حاصل با الایزا ارزیابی شده و مورد مقایسه قرار گرفتتیتر آنتی . پروتئین به موش تزریق گردید

نتایج بررسی ایمنی زایی . ، بیان زیاد هر دو پروتئین را نشان می دادSDS-PAGE نتایج ژل :هاي پژوهش     یافته 
 تیتر آنتی بادي بالاتري نسبت به THc این دو پروتئین نوترکیب نشان داد که در شرایط یکسان ایمنی زایی، زیر واحد با

  . داردLTBزیر واحد 
بنا بر این تفاوت . بادي بالا، گام اول در ایجاد خاطره ایمنی قوي و ماندگار استتیتر آنتی  : گیري      بحث و نتیجه

ممکن است با طول عمر سلول هاي خاطره اي موش هاي ایمن شده با هر یک از این دو پروتئین در تیتر آنتی بادي 
  .نوترکیب ارتباط داشته باشد
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  مقدمه
 رایج ترین )ETEC(کلی انتروتوکسیژنیکاشریشیا     

این باکتري بعد از روتاویروس، . عامل اسهال باکتریایی است
به عنوان دومین عامل مرگ و میر کودکان در کشورهاي در 

- لول پس از استقرار در سETEC). 1،2(،حال توسعه است
 و با ترشح انتروتوکسین شدهتلیال روده، تکثیر  هاي اپی

حساس به حرارت و یا انتروتوکسین مقاوم به حرارت موجب 
ترین  از این رو یکی از مهم). 1(،شود زایی می بیماري

عوامل حدت زاي این باکتري، توکسین حساس به 
 است که توکسوئید آن به عنوان کاندیداي )LT(حرارت

 این توکسین از یک زیر. )3-5(،باشد رح میواکسن مط
 تشکیل )LTB(واحد سبک  و یک زیر)LTA(واحد سنگین

 کیلودالتون، خاصیت 27 با وزن Aواحد  زیر. شده است
 با Bواحد  آنزیمی داشته و جزء سمی توکسین است اما زیر

 کیلودالتون به شکل پنتامري و 8/11وزن مولکولی 
این زیر ). 6(،باشد  میAواحد  غیرکووالان در اتصال با زیر

واحد، قسمت اتصالی توکسین را شکل داده و به گیرنده 
 تلیالی روده اتصال می هاي اپی سطح سلول GM1هاي 

 با توجه به نقش مهم این توکسین در بیماري. )6-8(،یابد
 به LTBواحد  زایی، گزارشات زیادي مبنی بر استفاده از زیر

  )3.(وجود داردعنوان کاندیداي واکسن 
نوروتوکسینی که از باکتري کلستریدیوم تتانی ترشح       

گردد، می تواند با حمله به سیستم عصبی موجب  می
 گروه کربوکسیل انتهایی پلی. گرددبیماري کشنده کزاز 

طور غیر قابل برگشتی ه پپتید زنجیره سنگین این توکسین ب 
هاي   لولس) GT1b و GD1b(به دو مولکول گانگلیوزید

 هاي عصبی راه می   به درون سلول وهشد عصبی متصل 
انتهاي کربوکسیل این توکسین با وزن ). 9-11(،یابد 

 نامیده C (THc) کیلودالتون که قطعه 50 مولکولی حدود
هاي عصبی را  شود؛ پذیرنده سطحی روي سلول می

 چنین این زیر هم. می یابد شناسایی کرده، به آن اتصال
  )12،13.(لیت بالایی در تحریک سیستم ایمنی داردواحد قاب

استفاده از توکسوئید کزاز به عنوان واکسن، خاطره      
این واکسن در ردیف . کند ایمنی ده ساله در انسان ایجاد می

واکسن هایی قرار دارد که مصونیت طولانی مدتی را در 
از طرف دیگر، ). 13(،کند سیستم ایمنی فرد ایجاد می

اي را به   خاطره ایمنی شش ماههLTBین نوترکیب پروتئ
به این معنی که تنها شش ماه فرد را از ). 14(،آورد وجود می

 ETECبیماري ناشی از توکسین حساس به حرارت 
گام اول در ایجاد خاطره ایمنی قوي و . نماید محافظت می

  این  بر  بنا).15(،ماندگار، قدرت ایمنی زایی زیاد می باشد

  
ژن  بادي که در برابر هر آنتی ان و ماندگاري تیتر آنتیمیز

گردد، ممکن است در ماندگاري خاطره ایمنی  تولید می
  این دو آنتیاحتمالاً). 16(،حاصل، تاثیر مستقیم داشته باشد
مدت، الگوي  مدت و بلند ژن، با توانایی ایجاد خاطره کوتاه

به همین . دهند  میبادي متفاوتی را از خود نشان تولید آنتی
بادي ترشح شده  دلیل هدف از این مطالعه ارزیابی تیتر آنتی

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

  ها مواد و روش
  pET28a با وکتور  E.coli Bl21 DE3دو میزبان      

ز بخشی ا یک وکتور واجد ژن نوترکیب. تراریخت شد
 و دیگري ،)17(،بوده) THc(زنجیره سنگین توکسین تتانی
 توکسین حساس به LTBحاوي ژن نوترکیب قسمت 

سازي بیان در مورد هر  بهینه). 18(،حرارت اشریشیاکلی بود
دما، زمان و غلظت (وتئین نوترکیب و در سه متغیرردو نوع پ
تولید پروتئین نوترکیب . صورت پذیرفت) کنندهء ماده القا

LTBو با ) لیتر  میلی200( در مقیاس بالاي آزمایشگاهی
  باIPTG، افزودن μg /ml 20غلظت با کانامایسین(شرایط
گراد و   درجه سانتی37، دماي =6/0OD در mM1 غلظت
 نیز THcتولید پروتئین نوترکیب . انجام شد)  ساعت6زمان 

 با کانامایسین(و در شرایط) لیتر میلی 400(در حجم
 در mM1 غلظت  باIPTG، افزودن μg /ml 20غلظت

7/0OD= ساعت18گراد و زمان   درجه سانتی27، دماي  (
 از فاز LTBتخلیص پروتئین نوترکیب . انجام گردید

به کمک ستون ) اجسام توده اي(نامحلول عصاره سلولی
 و با استفاده از شیب Ni-NTAکروماتوگرافی میل ترکیبی 

PH10 مولار، تریس کلراید 8اوره ( در بافرهاي حاوي اوره 
) مولار  میلی50مولار و سدیم دي هیدروژن فسفات  میلی

 THcدر حالی که تخلیص پروتئین نوترکیب . انجام گردید
از فاز محلول عصاره سلولی با کمک ستون کروماتوگرافی 
میل ترکیبی نیکل و با استفاده از شیب غلظتی ایمیدازول 

 کدام از ستون ها به هاي هر سپس خروجی. صورت گرفت
.  مورد ارزیابی قرار گرفتندSDS-PAGEالکتروفورز وسیله 

هاي نوترکیب فوق به وسیله  غلظت هر یک از پروتئین
زایی، تزریق در  جهت ایمنی. روش برادفورد معین گردید

ها  ژن  تایی از موش براي هر یک از آنتی10یک گروه 
 تایی نیز به عنوان 5انجام گردید و علاوه بر آن یک گروه 

تزریق هر کدام از آنتی ژن ها به . گروه کنترل تعیین گردید
انت کامل در تزریق اول و میکروگرم به همراه ادجو20میزان 

در سه تزریق یادآور اول میکروگرم  15و  19، 22و به میزان 
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تا سوم به همراه ادجوانت ناقص به صورت زیرجلدي انجام 
 روز و فاصله تزریقات 20ل و دوم فاصله تزریق او. گردید

گیري از  خون.  روز در نظر گرفته شد14بعدي نسبت به هم 
 روز پس از آخرین 20ها و جداسازي سرم ها  چشم موش

از تست الایزاي غیرمستقیم براي . تزریق صورت گرفت
بادي سرم هاي جدا شده استفاده  آنتی) تیتراسیون(سنجش

 1:12800 تا 1:100 هاي در این تست ها از رقت. گردید
در .  استفاده گردید1:15000سرم ها و کونژوگه با رقت 

 )Dynex(وسیله دستگاه الایزا ریدره  بODپایان میزان 
قرائت گردید و در نهایت نتایج الایزا و تیتر آنتی بادي گروه 

 و THc(ن شده با این دو پروتئین نوترکیبهاي موشی ایم
LTB (قرار گرفتمورد ارزیابی و مقایسه . 
  ي پژوهشها یافته
 پس از بهینه سازي، بیان مناسب پروتئین نوترکیب        

THc در فاز محلول و پروتئین نوترکیب LTB در فاز 
تخلیص .  مشاهده گردیدSDS-PAGEنامحلول روي ژل 

هر دو پروتئین نوترکیب با استفاده از ستون کروماتوگرافی 
 از SDS-PAGE میل ترکیبی نیکل صورت گرفت و ژل

 شکل(.هاي خالص شده نشانگر این مسئله است نمونه
 دیده می 1شماره طور که در شکل  همان) 2 و 1شماره 

واحد   نشانگر بیان پروتئین نوترکیب زیر2 و 1شود، ستون 
THc2 شماره از شکل 6در ستون .  در فاز محلول می باشد 

واحد  نیز نشان داده شده است که پروتئین نوترکیب زیر
LTB باند 1 در فاز نامحلول بیان شده است و ستون ،

سه . تخلیص شده این پروتئین نوترکیب را نشان می دهد
گیري و سرم  زایی خون هفته پس از اتمام مرحله ایمنی

گیري و تست الایزا  انجام گردید که نتایج آن در سه نمودار 
  .  نمایش داده شده است3 تا 1

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  با روش طبیعی)Ni-NTA( با استفاده از ستون نیکلTHcواحد   تخلیص پروتئین نوترکیب زیر.1  شمارهشکل
 )Flow(محلول خروجی از ستون)THc 3رسوب حاصل از بیان )2  قبل از عبور از ستونTHcمحلول رویی حاصل از بیان )1
- حاوي غلظت (C ،D ،E ستون با بافرهاي خروجی از)9 تا 6 )سیناکلون(نشانگر پروتئینی)B (Wash) 5محلول خروجی بافر )4

  MES بافرو ) هاي متفاوت ایمیدازول
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   به روش دناتوره)Ni-NTA( با استفاده از ستون نیکلLTBواحد   زیرب تخلیص پروتئین نوترکی.2شماره شکل 
 حاوي اوره قبل B حل شده با بافر رسوب)SM0431 3نشانگر پروتئینی )2 رسوب حاصل از بیان پروتئین قبل از عبور از ستون)1

بافر  (Eنمونه خروجی از ستون با بافر  ) Wash( 6( C با بافر  نمونه خروجی از ستون   )flow( 5(نمونه خروجی از ستون   )4از ستون   
  ) جدا کننده
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 الیزا نشان از پاسخ بالاي      1 شمارهنتایج مربوط به نمودار        
  نوترکیب زیـر   آنتی بادي در غلظت هاي متفاوت به پروتئین       

طور که دیده مـی شـود در غلظـت           همان.  دارد THcواحد  
1:100 ،OD می باشد5/3 حدود .  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  THcژن  بادي حاصل از آنتی  تیتر آنتی.1شماره نمودار 
  

     
 نشان داده شده است، در 2شماره  طور که در نمودار همان

دست آمده  به 7/1 حدود OD از آنتی بادي، 1:100غلظت 
 از آنتی بادي نیز پاسخ قابل 1:12800است و تا غلظت 

  .مشاهده می باشد
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  LTBژن  بادي حاصل از آنتی  تیتر آنتی.2  شمارهنمودار
 

ده ــشاهـ م3 ارهـمـ شمودارـه در نـور کـط مانــه     
ادي ـتی بـر آنـیتـان تــکاري میـفاوت آشـود، تــمی ش

ه ـب. ود داردـ وجLTB و THcی ژن ـو آنتل از دـحاص

ادي ـتی بـت آنـظـغلذب در ـزان جـیـثال مـ موانـنـع
  . تــده اسـشان داده شـنونه ـر دو نمـدر ه 1:100

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   آنتی بادي1:100 در غلظت LTB و THcژن  بادي حاصل از آنتی  مقایسه تیتر آنتی.3  شمارهنمودار
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  يبحث و نتیجه گیر
زایی، تولید سطوح آنتی بادي  یکی از اهداف ایمنی       

). 19(،ل می باشدس کننده و تولید و حفظ پلاسما محافظت
ها به  سل چنین یک نوع از پلاسما هاي خاطره و هم سلول

هاي  توانند تا مدت عمر می هاي دراز سل نام پلاسما
اي لنفوئیدیی ه مراکز زایا، ساختار). 2(،زیادي زنده بمانند

  زایی و در معرض قرار گرفتن آنتی  هستند که پس از ایمنی
هاي   ، در فولیکول)Tآنتی ژن هاي وابسته به سلول (ژن

مراکز زایا در جهت تسهیل توسعه . گردند  لنفاوي تولید می
هاي با عمر طولانی   سل  و پلاسماBهاي خاطره   سلول

هاي خاطره   ید سلولمرحله اول در تول). 20(،شود تولید می
Bهاي با عمر طولانی اختصاصی یک آنتی   سل  و پلاسما

ژن، ایجاد تیتر آنتی بادي بالا علیه همان آنتی ژن 
در شرایط یکسان ایمنی زایی عاملی که می ). 15(،است

تواند منجر به تولید تیترهاي متفاوتی از آنتی بادي شده و 
 باشد، ماهیت آنتی  در ماندگاري خاطره ایمنی موثراحتمالاً

ژن است به صورتی که واکنش مراکز زایا بسته به ماهیت 
 رضایی و همکاران. )21(،ژن ممکن است متفاوت باشد آنتی

 BONT و THcدر یک مطالعه با انتخاب دو آنتی ژن 
A/Hc که توانایی ایجاد خاطره هایی با ماندگاري متفاوت 

 ی در شرایط کاملاًرا دارند، نشان دادند در نتیجه ایمنی زای
یکسان، تیتر متفاوتی از آنتی بادي علیه هر یک از این آنتی 

به . ژن ها که از یک خانواده نیز هستند، به وجود می آید
طوري که تیتر آنتی بادي تولید شده علیه هر آنتی ژن با 
ماندگاري خاطره اختصاصی رابطه مستقیم برقرار می 

ی رسد در شرایط ایمنی به این ترتیب به نظر م). 22(،کند
زایی یکسان، آنتی ژن هایی که خاطره هاي ماندگارتري 
ایجاد می کنند، تیتر آنتی بادي بالاتري نسبت به آنتی ژن 
هاي ناتوان در ایجاد خاطره اي ماندگار علیه خود بر می 

 و همکاران لیئونگ. دنیل تیدر مطالعه. )15،16(،انگیزند
 در بنگلادش، O1 E1وکلرا روي افراد آلوده شده با ویبری

سل هاي ترشح کننده   خاطره، پلاسماBارزیابی سلول هاي 
 سال، 3-5آنتی بادي و تیتر آنتی بادي در سه گروه سنی 

در این مطالعه .  سال صورت گرفت18-60 سال و 17-6
ابتدا با اندازه گیري تیتر آنتی بادي در سه گروه سنی تفاوتی 

 اختصاصی آنتی ژن و  خاطرهBسلول هاي  .دیده نشد
سل هاي ترشح کننده آنتی بادي نیز در سه گروه  پلاسما

 کنوف در مطالعه). 23(، برابر بودندسنی قابل مقایسه و تقریباً
 و همکاران در دو گروه سنی واکسینه شده با واکسن ام

 Y و A ،C ،W135چهارظرفیتی ضد مننگوکوك تایپ 
دي اولیه ارزیابی شده و کنژوگه با توکسوئید کزاز تیتر آنتی با

با تیترهاي آنتی بادي حفظ شده و خاطره ایمنی مورد 
بدین ترتیب مقایسه در ). 24(،مقایسه قرار گرفته است

چندین مطالعه دیگر نیز مقایسه بین تیتر آنتی بادي در پاسخ 
 از خاطره ایمنی اولیه و تیتر آنتی بادي حفاظتی که معمولاً

در مطالعه ). 25-29(،استایجاد می شود صورت گرفته 
. حاضر نیز دو آنتی ژن به صورت هدف دار انتخاب شده اند

توکسوئید کزاز در برنامه واکسیناسیون نوزادان قرار داشته و 
آنتی ). 30(، ساله در انسان را دارد10قابلیت ایجاد خاطره اي 

واحد اتصالی و ایمونوژنیک توکسوئید کزاز   زیرTHcژن 
 توکسین حساس به حرارت Bواحد   زیر نیزLTB. می باشد

باکتري اشیریشیاکلی بوده و بارها به شکل کاندیداي واکسن 
واحد تنها قابلیت  این زیر. مورد استفاده قرار گرفته است

در این مطالعه . )31-33(،ایجاد خاطره اي شش ماهه را دارد
 با پروتئین THcواحد  مقایسه پروتئین نوترکیب زیر

 از نظر میزان ایمنی زایی صورت LTBحد وا نوترکیب زیر
 نسبت به THcگرفت که تیتر آنتی بادي بالاي آنتی ژن 

این  بر بنا.  مشاهدات قبلی را تائید می کندLTBآنتی ژن 
به نظر می آید تیتر آنتی بادي می تواند با ماندگاري خاطره 

اثبات این فرضیه نیاز به مطالعه . ایمنی ارتباط داشته باشد
   . داردبیشتري
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Proteins, Binding Domain of Tetanus Neurotoxin and B Subnnit of 
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Abstract 
Introduction: Heat labile toxin (LT) is one 
of the virulence factors of Enterotoxigenic 
Escherichia coli. B subunit of LT (LHB) is 
the binding subunit and can induce six 
months immunity in humans. Tetanus toxin 
of Clostridium Tetani causes the fatal 
disease, tetanus. This toxoid induces two 
years immunity in humans. Hc subunit, as 
binding domain of the toxoid   is considered 
as immunogenic part of tetanus toxin. The 
THc and LTB recombinant subunits have 
the potential role to induce immunological 
memories with different longevity. The 
purpose of this study was to evaluate and 
compare the immunogenicity of THc and 
LTB recombinant proteins in animal model 
and also to evaluate their roles in immunity 
duration. 
 
Materials & methods: The recombinant 
proteins, THc and LTB, were expressed in 
the transgenic host, E.Coli Bl21 DE3 using 
pET28a vector containing their respected 
genes in optimum condition. After express-
ion, LTB and THc were purified from  
insoluble and  soluble phases, respectively. 

Then, their purity was confirmed by SDS-
PAGE gel. To evaluate their immuno-
genicity, these proteins were injected into 
mice and the antibody titer were evaluated 
and compared by ELISA technique.  
 
Findings: SDS-PAGE results showed 
overexpressed levels of the proteins under 
study.Immunity assessment revealed that in 
the same condition of immunity the THc 
subunit produces a higher antibody titer in 
comparison with the LTB subunit.  
 
ِDiscussion & Conclusion: The first step in 
creating a strong and long-lasting immune-
ological memory is the induction of high 
titer of antibody. Thus, the difference in 
antibody titer may be related to memory 
cells lifetime in the immunized mice.  
 
Keywords: Recombinant protein, binding 
domain of tetanus toxin (THc), B subnnit of 
heat labile  toxin (LTB), antibody titer,  im-
mune memory 
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