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  پژوهشكده علوم پايه گروه علوم زيستي-)ع(دانشگاه امام حسين -١
 
 چكيده

 عضѧلاني بسѧيار قѧوي مѧي باشѧدآه از       -ه آننѧده عصѧبي    اين توآسѧين يѧك عامѧل بلوآѧ        . توآسين بوتولينوم عامل سندروم آشنده بوتوليسم در انسان مي باشد         
-نروتوآسين مѧذبور بصѧورت يѧك پلѧي    . طريق ممانعت از آزاد شدن نروترانسميتر استيل آولين از انتهاي اعصاب محيطي باعث ايجاد فلج شل مي شود    

صورت دو زنجيره اي مي باشѧد آѧه زنجيѧره سѧنگين آن     دالتون است اما فرم فعال آن ب    آيلو ١٥٠پپتيد تك زنجيره اي سنتز مي شود آه وزن مولكولي آن            
در اين تحقيق ژن آد آننده بخѧش  . اين دو زنجيره توسط يك پيوند دي سولفيدي به همديگر متصل شده اند.  آيلو دالتون است  ٥٠ و زنجيره سبك آن      ١٠٠

ون شده است حاصل اين تحقيق ابزاري مناسب جهѧت   آلpTZ57Rاز ژنوم باآتري جدا و در وآتور PCR به روش Bاتصال دهنده سم بوتولينوم تيپ
مطالعه بر روي مكانيسم اتصال اختصاصي هولوتوآسين مي باشد و همچنين مѧي توانѧد بѧراي مطالعѧه توليѧد آنتѧي بѧادي و واآسѧن مناسѧب عليѧه سѧندروم                     

.بوتوليسم باشد
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Abstract: 
Botulinum neurotoxins constitute of a family of bacterial toxins responsible for botulism syndrome in human. The 
toxin binds with high affinity to nervous cells where it causes a complete inhibition and the release neurotransmitters 
and thereby produces flaccid paralysis. In this work we have reported isolation of the binding domain of type B by 
PCR cloning on the proper cloning vector. The output of this investigation can be used as a tool to study the 
mechanism of binding of the holotoxins and also can be useful for studying the antibody production against botulism 
syndrome. 
 
Key words: Botulinum, neurotoxin type B, cloning 

 آليات
ژنيك متفاوت  هاي آنتي براساس ويژگي . هاي شناخته شده را توليد مي آنند      ترين اگزوتوآسين م قوي انواع آلستريديوم بوتولينو  

 در انسѧان سѧبب ايجѧاد بيماريهѧايي تحѧت           A,B,Eتيپهѧاي   سѧرو . (A-G)هفت سروتيپ مختلف اين باآتري شناخته شѧده اسѧت           
 B١٥٠وزن مولكѧولي نروتوآسѧين تيѧپ    . ي شѧوند بوتوليسѧم نѧوزادان و زخѧم بوتوليسѧم مѧ     ,   عنوان مسموميت غѧذائي بوتوليسѧم  

هѧاي عملكѧردي نروتوآسѧين     تشѧكيل شѧده اسѧت دومѧين    Light chainوHeavy chain دالتون مѧي باشѧد و از دو بخѧش    آيلو
مراحѧل عملكѧرد سѧم بѧه      مѧي باشѧند   Binding domain, Catalytic domain, Translocating domainشѧامل   مѧذبور 

مهѧѧار آزاد سѧѧازي نروترانسѧѧميترها )ج انتقѧѧال )ال بѧѧه سѧѧلول هѧѧدف و ورود بѧѧه درون آن باتصѧѧ)الѧѧف :شѧѧرح زيѧѧر مѧѧي باشѧѧد
 در ايѧن فعѧل و   ٧٧ و فنيѧل آلانѧين   ٧٦ مي باشد آه پيونѧد پپتيѧدي ميѧان گلوتѧامين             VAMP-2پروتئين هدف نروتوآسين مذبور     

خѧوردار مѧي باشѧد و احتمѧال     ميѧزان شѧيوع بسѧيار بѧالائي بر      ازBسѧروتيپ   . (Glu76---phy77)انفعالات برش مي خورد
بخش اتصال دهنده سم آه بطور مسѧتقيم بѧا         . آلودگي به اين سروتيپ در مسموميتهاي بوتوليسمي ناشناخته بسيار بالا مي باشد           

سلول عصبي در گير مي باشد نقش بسيار آليدي در اتصال و بѧه دنبѧال آن در عملكѧرد ايѧن سѧم ايفѧا مѧي نمايѧد و شѧناخت ايѧن                              
زائѧي برخѧوردار مѧي باشѧد مѧي      از ايمنѧي  ه شناخت پذيرنده هاي اين سم منجر شود باتوجه به اينكه اين بخشبخش مي تواند ب
توآسѧين  سازي اين بخش و نهايتا بدست آوردن پѧروتئين خѧالص آن و تزريѧق بѧه حيѧوان آزمايشѧگاهي بѧه آنتѧي          توان با همسانه  

 همچنѧѧين بخѧѧش اتصѧѧال دهنѧѧده در مطالعѧѧات عصѧѧب  .هѧѧاي ناشѧѧي از ايѧѧن سѧѧم دسѧѧت پيѧѧدا آѧѧرد ع مسѧѧموميتفمربوطѧѧه جهѧѧت ر
 و آلون PCRباتوجه به جميع مطالب فوق جداسازي و تكثير ژن مورد نظر از ژنوم باآتري به روش       . شناسي آاربرد دارد  

زائѧي پѧروتئين بيѧان شѧده بعنѧوان      آردن ژن تكثير شده مد نظر قرار گرفت تا در مراحل بعدي نسبت به بيان وتخليص و ايمني  
.ديد مناسب براي تهيه واآسن بر عليه اين سم اقدام گرددآان
 
 

 مواد و روشها
از شѧرآت   T4DNAligaseآنѧزيم  . تهيه شѧد Rocheاز شرآت TaqI, BamHI, EcoRI, HpaII الاثر آنزيمهاي محدود

ه  تهيFermentase ѧاز شرآت Taq DNA polymerase ,Pfu DNA polymerase سينا ژن و آنزيمهاي تكثير دهنده  
 .تهيه شد Fermentase شد و همچنين ساير مواد نيز از شرآت

 :ترادف پرايمرهاي طراحي شده
 



 

 

                                            5 ׳3AAAACCAGTATACCATTTGGGATCCAATA ׳:پرايمر فرادست
                                                                    BamHI                                                                     

                                         5    ׳3TTATTCAGTCCACCCTTCATCGAATTCATA ׳:پرايمر فرودست
                                                                       EcoRI                                                          

 TPYG درجه دي اآسيد آѧربن بѧر روي محѧيط           ١٥ در شرايط بيهوازي مطق و فشار        Bباآتري آلستريديوم بوتولينوم تيپ     
 آرومѧوزومي آنهѧا اسѧتخراج    DNAآوري شѧد و بѧه روش قليѧائي       هѧاي جمѧع   سѧپس سѧلول   .  سѧاعت آشѧت داده شѧد       ٤٨به مѧدت    
 توسѧط دو  PCR تكثيѧر شѧد و محصѧول    PCRرايمرهاي طراحي شده قطعه ژن مѧورد نظѧر بѧا دسѧتگاه           با استفاده از پ   . گرديد
 آѧه قѧبلا در ابتѧدا و انتهѧاي پرايمرهѧا تعبيѧه شѧده بѧود مѧورد هضѧم آنزيمѧي قѧرار گرفѧت همزمѧان                EcoRIوBamHI آنѧزيم  

از ايѧن مرحلѧه وآتѧور و    نزيمهѧاي مѧذآور مѧورد هضѧم آنزيمѧي قѧرار گرفѧت پѧس         آنيѧز توسѧط    pTZ57R وآتѧور مѧورد نظѧر   
 الكتروفѧѧورز شѧѧد و بوسѧѧيله آيѧѧت عمѧѧل تخلѧѧيص نيѧѧز انجѧѧام گرفѧѧت سѧѧپس عمѧѧل الحѧѧاق      L.M.Pبѧѧر روي ژل PCRمحصѧѧول 

(Ligation)بر روي وآتور و محصول PCR  بواسطه آنزيم T4Ligase انتي  ١٣ساعت و در دماي ١٢ به مدتѧدرجه س 
.نيز به انجام رسيد) تراريخت(ترانسفورماسيون  عمل Ecoli. BL21 DE3گراد انجام گرفت و در ميزبان 

 
 نتايج وبحث

انجام گرفت و شѧرايط بهينѧه تكثيѧر    Taq DNA polymerase  ابتدا با آنزيم) ١شكل( ژنوميك  DNAاز روي PCR عمل
بخѧاطر   انجѧام گرفѧت    Pfu DNA polymerase تكثيѧر نهѧائي بѧا اسѧتفاده از آنѧزيم     . ژن با استفاده از اين آنزيم بѧه دسѧت آمѧد   
 جفت باز مي باشد آѧه عمѧل تكثيѧر و جداسѧازي آن      ١٣٨٣طول قطعه اتصال دهنده  .اينكه اين آنزيم خاصيت اصلاح را دارد

آناليزهѧاي انجѧام شѧده بѧر روي ايѧن قطعѧه نشѧان داد آѧه اگѧر               . ديده مي شود  ) ٢شكل (PUC18/Tagهمراه نشانگر اندازه    هب
 جفѧت بѧاز ايجѧاد خواهѧد     ٥٦٨و٨١٣ مورد هضم آنزيمѧي قѧرار بگيѧرد قطعѧاتي بѧه طѧول          HpaIIيمآنز                  اين قطعه ژني توسط 

در اين تحقيق براي عمل    ). ٣شكل( توسط آنزيم فوق مورد هضم قرار گرفت و قطعات فوق به دست آمد             PCRمحصول  . شد
مر دو سايت آنزيمي بѧر روي پرايمѧر   به همين دليل در هنگام طراحي پراي   . همسانه سازي از روش انتهاي چسبان استفاده شد       

برش آنزيمي انتهاي چسبان ايجاد نمائيم پس از اين مرحلѧه بѧر روي وآتѧور     تا پس از فوروارد و ريورس در نظر گرفته شد
pTZ57R آلونهاي مورد نظر در ابتدا توسط دو آنزيم. آلون انجام گرفت BamHIو EcoRI    د وѧرار گرفتنѧمورد هضم ق 

جهѧت تائيѧد مراحѧل قبلѧي        ). ٤شكل( وآتور جداسازي شد و مشخص گرديد آه آلون صورت پذيرفته است           قطعه مورد نظر از   
. در نهايت ترادف يابي شد.  انجام گرفت و قطعه مورد نظر جداسازي شد PCRاز روي آانستراآت با شرايط ذآر شده 
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