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 مقدمه:
یک   (Pertussis, Whooping cough)سیاه سرفه

بیماری منحصراً تنفسی است که عامل آن یک 

کوکوباسیل، گرم منفی، هوازی، غیر تخمیری، بدون 

  (Bordetella pertussis) بوردتلا پرتوسیس اسپور به نام

، توسط 1906. این باکتری در سال (1،2)باشد  می

نها میزبان طبیعی بوردت و ژانکو شناسایی شد و انسان ت

 که در تمام جهان منتشر شده این بیماری .(3) آن است

جمعیت های متراکم یک بیماری اندمیک و با یک  در

همچنین  ؛سال به صورت اپیدمیک نیز می باشد 3-5سیکل 

با وجود اینکه سیاه سرفه جز بیماری های قابل پیشگیری با 

انی واکسن می باشد، طی گزارشات سازمان بهداشت جه

میلیون مورد ابتلا به سیاه سرفه در سراسر  17 ،2003در سال 

مورد آن  279000که از این تعداد  هجهان گزارش گردید

 (.4،5) شده استمرگ و میرباعث 

 چکیده:
کی از فاکتور های ویرولانس ی (Adenylate cyclas Toxin= ACT) توکسين آدنيلات سيکلاز زمينه و هدف:

، در ACمينه، به نام آاسيد  400ترشحی و ایمونوژنيک بوردتلا پرتوسيس است که دارای یک دمين کاتاليزوری با 
در سلول یوکاریوت نقش مهمی  cAMPباشد. این دمين با تحریک غير قابل بازگشت  ترمينال خود می -Nناحيه 

 ند و به عنوان یک ابزار زیست شناسی سلولی بوده و در داروهای در ایجاد بيماری سياه سرفه ایفا می ک
به  ACيه ناحبالایی از بيان  دستيابی بهمطالعه،  اینهدف از  لذا؛ مورد استفاده قرار گرفته استنيز  ضد سرطانی

کيت های  ه یواکسن، ادجونت و یا تهي استفاده از آن دربررسی خواص آنتی ژنيک آن در جهت  منظور
 .باشد ی میتشخيص

در  کلون و pET28a در وکتور و تکثير PCR توسط واکنش ،ACدر این مطالعه تجربی، قطعه  روش بررسی:
و  SDS PAGEتوسط ژل پروتئين آناليز  پس از بهينه سازی شرایط بيان، بيان و، E.coli BL21(DE3) باکتری

 صورت پذیرفت. (NI-NTA) ستون کروماتوگرافیبر روی  آنتخليص و سپس وسترن بلات انجام 
 IPTGکلون شده و تحت سيستم بيانی القا شونده توسط  pET28aبا موفقيت در وکتور بيانی  ACقطعه  یافته ها:

  درجه می تواند قابليت حداکثر بيان با بازدهی 37ساعت در دمای  4ميلی مولار، پس از  5/0با غلظت 
 % را داشته باشد.95خلوص  و ميلی گرم بر ليتر 25

، می توان بيان بالای دمين کاتاليزوری IPTGميلی مولار  5/0این مطالعه نشان داد با القای تنها  تيجه گيری:ن
تشخيصی  با حداکثر ميزان خلوص را دارا بود که این ميزان برای اکثر کاربردهای تحقيقی و ،ACTپروتئين 

 .مناسب است
 
 .ين کاتاليتيکی آدنيلات سيکلاز، بوردتلا پرتوسيسسازی بيان، دم همسانه سازی، بهينه کليدی:های  اژهو
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حائز  ضروری و از فاکتورهای ویرولانس یکی

 سیکلاز آدنیلاتن توکسی ،پرتوسیس بوردتلا اهمیت

(ACT) اولین بار توسط  که استConfer  وEaton به 
(. این 6) شناخته شد این باکتریعنوان سم ترشحی 

 ، دارای یک KDa200 توکسین با وزن مولکولی

آمینو اسیدی است که  1706پلی پپتیدی  ه یزنجیر

 400، با ACمتشکل از یک ناحیه کاتالیزوری به نام 

 ه یترمینال و یک ناحی -N آمینو اسید در قسمت

آمینو اسید در قسمت  1306با  RTXمشخص همولیزین 

C-  ترمینال می باشد که ورود بخش کاتالیزوری به

کاتالیزوری  ه ی. ناحی(7) داخل سلول را تسهیل می کند

 ، شامل KDa 18 بخش است: بخش 2خود شامل 

سلول و  cAMPو مسئول افزایش  1-224اسید آمینه 

که  225-399، شامل اسید آمینه KDa 25 یک بخش

. این می باشدسلول میزبان لمودولین مسئول اتصال به کا

ناحیه پس از اتصال به کالمودولین که برای فعالیتش 

ضروری است، با فعالیت آنزیمی خود باعث تبدیل غیر 

 همچنین ؛(2،8می شود ) cAMPبه  ATPقابل بازگشت 

این پروتئین باعث مهار فاگوسیتوز با واسطه کمپلمان 

بیماری سیاه سرفه  شده و از این رو نقش مهمی در ایجاد

که با فعالیت  به دلیل القای آپوپتوزیس ،ACT(. 9دارد )

صورت می گیرد، نقش کاربردی مهمی در  ACدمین 

افزایش اثرات آپوپتوتیک داروهای ضد سرطانی 

می تواند به عنوان  (. این دمین10-12مختلف دارد )

یک ابزار زیست شناسی سلولی نیز مورد استفاده قرار 

ه این ترتیب که با فیوژ شدن به پروتئین های بگیرد، ب

 دیگر می تواند باعث انتقال پروتئین از باکتری به 

سلول های یوکاریوت شده وبه عنوان یک گزارشگر 

پروتئینی  ACT. (13انتخابی ایفای نقش کند )

به  ایمونوژنیک است و به دلیل داشتن این ویژگی اخیراً

سرویکال، در  عنوان یکی از اجزای واکسن درمانی

درمان تومورهای واژن مورد استفاده قرار گرفته و در فاز 

همچنین به ؛ (14) اول راست آزمایی بالینی می باشد

این فاکتور، به  استفاده از دلیل خواص ادجونتی بالا اخیراً

عنوان کاندید در ساخت واکسن آسلولار سیاه سرفه و 

. از (15همچنین بیماری های دیگر مطرح شده است )

بر اساس گزارشات ارائه شده از مرکز مدیریت  طرفی

بیماری ها در ایران آمار میزان بیماری با وجود پوشش 

در سال های اخیر افزایش % 99واکسیناسیون، حدود 

یافته که می تواند ناشی از بی کیفیتی واکسن ها یا وجود 

 (.16) سوش های پلی مورفیسم باشد

  ،بالا اشاره شد، همان طور که در از این رو

به دلیل نقش دمین کاتالیتیکی آدنیلات سیکلاز در 

 بیماری زایی و نقش کاربردی آن در پزشکی، در 

های اخیر توجه دانشمندان را جهت مطالعه این ناحیه  سال

 ،(17،18) و کلونینگ و بیان آن به خود جلب کرده است

ن ولی تاکنون گزارشی مبنی بر بهینه سازی شرایط بیان ای

سایر کشورها صورت نگرفته است. تنها  دمین در ایران و

دیگر  شرایط تولید پرتوسیس توکسین نوترکیب که از

فاکتورهای ویرولانس و حائز اهمیت بوردتلا پرتوسیس 

می باشد، جهت استفاده در واکسن آسلولار سیاه سرفه، 

از انجام هدف  لذا ،(19در ایران بهینه سازی شده است )

 یک  از ACTژن   ACقطعه استخراج مطالعه این

  بومی ایران و کلون آن در وکتور مناسب و ه یسوی

دسترسی به حداکثر  بیان در باکتری به منظور بهینه سازی

استفاده از آن در طرح های وسیع تری،  بیان، جهت

همچون بررسی خواص آنتی ژنیک آن در جهت تولید 

 ه یا تهیواکسن، بررسی اثر آن به عنوان ادجونت و ی

کیت های تشخیصی می باشد. اهمیت این موضوع زمانی 

مشخص تر می شود که یادآور شویم تهیه واکسن بر 

بومی این میکروارگانیسم به خاطر تنوع  ه یعلیه سوی

ژنتیکی این سویه در مناطق مختلف، دارای کارایی بالاتر 

 در جمعیت ایرانی خواهد بود.

 

 :بررسیروش 
ه تجربی می باشد. ابتدا این تحقیق یک مطالع

 کروموزومی، DNAجهت کشت باکتری و استخراج 

 در ایران که پس از  بوردتلا پرتوسیس شایع سویه

نمونه گیری از نازوفارنکس بیماران مشکوک به سیاه سرفه 

تهیه شد و با رنگ آمیزی و کشت و سپس آزمایشات 
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 نهایت تکمیلی از قبیل سیترات، حرکت، اوره و در

 اسیون توسط آنتی سرم های بوردتلا پرتوسیس درآگلوتین

 از ذخیره و گردید انتخاب ،شد ییدأت ایران پاستور انستیتو

 (Difco) لو رگان محیط در گلیسرولی محیط باکتری در

 دمای در ساعت 72 مدت به محیط .(16) شد داده کشت

  هسوی مراحل تمام گردید )در انکوبه درجه 37

 تهیه (B.pertussis ATCC 9797) بوردتلا پرتوسیس

 به شناسی میکروب بخش ایران، انستیتوپاستور از شده

سپس به  ؛شد( گرفته نظر در مثبت کنترل سویه عنوان

 ، سوسپانسیون آن در بافر باکتری منظور لیز

PBS) =(Phosphate-buffered saline در  و یههت

پس از  .قرار گرفت Kپروتئیناز  و لیزوزیممجاورت 

ستفاده از کیت استخراج ان مرحله باکتری لیز و بااتمام ای

DNA (Germany، Roche) طبق پرتکل ،DNA  باکتری

بامورد نظر DNAاستخراج شد. کیفیت و کمیت 

 و با %8/0آگارز ژلرویبرآنالکتروفورز ازاستفاده

 و  هایموجطولدرنوریچگالیگیریاندازه

مربوط  توجه به توالی با (.20آمد )دستبهنانومتر 

 ، موجود در بانک ژنی(N-terminal) به ناحیه آنزیمی
(National Center for Biotechnology Information= NCBI)  

 

 و با استفاده از نرم افزارهای بیوانفرماتیکی 

Emboss Antigenic، Bcepred و ABCpred  فاصله

یید أیت آنزیمی تبه عنوان دمین دارای فعال 1200تا  1نوکلئوتیدی 

، CLC main work benchبا نرم افزار  در نهایت گردید.

 رفت و برگشت )شرکت تکاپو زیست، ایران(پرایمرهای 

 (.1شماره طراحی شدند )جدول 

 

 پرایمرهای مورد استفاده در این تحقيق: 1 شماره جدول

 پرایمر نوع جایگاه آنزیم محدودکننده

 NdeI ATACATATGCAGCAATCGCATCAGGC Primer Forwardکننده  دارای جایگاه برش آنزیم محدود

 HindIII ATGAAAGCTTATCCTGGCGTTCCACTGCG Primer Reverse دارای جایگاه برش آنزیم محدود کننده

 

واکنش زنجیره ای پلیمراز  DNAپس از استخراج 

(PCR) در حضور آنزیمpfu  (Lituania ،Fermentas ) 

 د نظر در حجم نهایی مورمنظور تکثیر ژن  به

 PCRسپس کل محصول  میکرولیتر صورت گرفت. 25

 % بار گذاری وپس از 7/0بر روی ژل آگارز 

رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم برماید ،باند مورد نظر از روی 

 کیت استخراج از ژل ژل بریده و طبق دستوالعمل

(Germany ،Roche ) خالص سازی گردید. پس از آن

 پلیمراز  Taqه با آنزیمخالص شد PCRمحصول 

(Lituania ،Fermentas)  در حضورdATP  به مدت 

پس از  گراد قرار گرفت و درجه سانتی 72دقیقه در  20

 pTG19-T vector (Sinaclon) دنباله دار شدن در وکتور

  همسانه سازی شد. سازه نوترکیب در باکتری

E.coli DH5α (انستیتو پاستور ایران)  ترانسفورم گردید

 آمپی سیلین  و X-galپس از کشت در حضور  و

(USA، Sigma) کلنی های سفید رنگ انتخاب و 

، PCRبه کمک،   pTG19-ACحضور سازه نوترکیب

؛ یید قرار گرفتأهضم آنزیمی و تعیین توالی مورد ت

 در  ACسازی ژن  همسانهزیر  سپس جهت

 ابتدا قطعه مورد نظر توسط ، pET28aوکتوربیانی 

  ،HindIII  (Lituania ،Fermentas)آنزیم های

Nde1 (Lituania ،Fermentas)،  از سازه نوترکیب

pTG19-AC جداسازی و در وکتوربیانی pET28a 

(USA ،Novagen) آنزیم فوق الذکر برش  2که توسط

زیر همسانه سازی  T4داده شده بود، در حضور آنزیم 

این . حاصل گردید pET28a-ACسازه نوترکیب  شد و

انستیتو ) E.coli BL21 (DE3) در میزبان بیانیسازه 

کلنی های نوترکیب پس  ( ترانسفورم وپاستور ایران
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 (USA، Sigma)ن از کشت در حضور کانامایسی

، هضم آنزیمی و تعییین سکانس مورد PCRتوسط 

بیان پروتئین و  پس از آن به منظوریید قرار گرفت. أت

ه نو ترکیب ابتدا کلنی حاوی ساز، القای بهینه سازی

pET28a-AC  میلی لیتر از محیط  5درLB  براث

(Difco)  حاوی کانامایسین پس از یک شب

گراد کشت داده  درجه سانتی 37انکوباسیون در دمای 

رقیق شد و  100/1سپس از این محیط تازه به میزان؛ شد

 (OD) به دنبال انکوباسیون و رسیدن به جذب نوری

 نانومتر، از محلول 600در طول موج  6/0برابر با 
(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside= IPTG) 

 ن تئیمیلی مولار، جهت القای پرو 1با غلظت نهایی 

ساعت  3مورد نظر به محیط افزوده شد و پس از 

ن ئیانکوباسیون با شرایط قبل، جهت بررسی بیان پروت

 امید اکریل پلی سولفات دسیل دو سدیم% 12روی ژل 

(SDS PAGE) در مورد نمونه  .الکتروفورز گردید

به صورت گفته شده  کنترل منفی، شرایط کشت کاملاً

به طور کامل  IPTG تنها مرحله القا با در بالا انجام شد و

حذف گردید. به منظور بهینه سازی بیان پروتیین 

، IPTGنوترکیب پارامترهایی چون نوع کلنی، غلظت 

شدند تا بهترین دمای رشد و مدت زمان القا بررسی 

 .شرایط بیان از لحاظ تجربی تعیین گردند

یید پروتیین نوترکیب تولید شده از أبه منظور ت

ترتیب که پس از روش وسترن بلاتینگ استفاده شد. به این 

%، باندهای SDS PAGE 12 الکتروفور پروتئین بر روی ژل

  (Polyvinylidene difluoride= PVDF)پروتئینی به کاغذ

 گردید و پس از بلوکه کردن جایگاه های منتقل 

به  Skimmed Milk (USA، Sigma)غیر اختصاصی با 

 TBS-Tبار شستشو با  3پس از آن  مدت یک ساعت و

(NaCl 15 ،میلی مولار Tris-HCL 10  ،میلی مولار

Tween 20  1/0% 4/7، در PH:،)  کاغذPVDF  در

 ینیمجاورت آنتی بادی مونوکلونال ضد دنباله هیستید

(Anti his tag)  قرار گرفت و دوباره توسطBS-T 3  بار

ساعت  2آن به مدت  پس از. شستشو صورت پذیرفت

در مجاورت آنتی بادی ثانویه کونژگه شده  PVDFکاغذ 

 1000/1 با رقت HPR anti mous IgG/HRP) (Coatبا 

با شرایط ذکر شده،  TBSTقرار گرفت و پس از شستشو با 

ان مشاهده باند در مجاورت با سوبسترای کاغذ مزبور تا زم

DAB  (3,3'-diaminobenzidine).قرار گرفت 

پس از دسترسی به بهترین شرایط بیانی پروتئین 

و آنالیز  SDS PAGEیید آن بر روی ژل أنوترکیب و ت

میلی لیتر  500وسترن بلات، تولید پروتئین در مقیاس 

محیط کشت، جهت تخلیص، صورت پذیرفت. برای 

از  ئین با توجه به وجود دنباله هیستیدینیلیص پروتتخ

روش واسرشت شدن بر روی ستون کروماتوگرافی 

اوره طبق PH بر اساس شیب  Ni-NTAتمایلی با رزین 

دستورالعمل شرکت سازنده )کیاژن( استفاده گردید. 

 روش برادفورد غلظت پروتئین نوترکیب حاصل با 

 SDS PSGE 12% اندازه گیری وکیفیت آن برروی ژل

 (.20مورد ارزیابی قرار گرفت )
 

 :افته های
بوردتلا  کروموزومی DNAپس از استخراج 

 ، ACبه نام  ،ACTژن ناحیه کاتالیتیکی  تکثیر ،پرتوسیس

، در مناسب ترین دمای  pfuبا آنزیم PCRاز طریق واکنش 

درجه سانتی گراد(  65) اتصال پرایمرها به ژن مورد نظر

% در 1 بر روی ژل آگارز PCRه نتیج صورت گرفت.

پس از آن محصول  الف آمده است. -1ماره شتصویر 

PCR  توسط کیت تخلیصDNA  از روی ژل جداسازی

 pTG19/Tپس از دنباله دار شدن در وکتور  شد و

 حاصلpTG 19/T-AC ب یهمسانه سازی گردید. وکتور نوترک

 Nde1و  HindIIIآنزیم  2توسط هضم آنزیمی با 
 ؛ب( -1ماره شتصویر ) ید قرار گرفتیأمورد ت

سپس قطعه مورد نظر از روی ژل تخلیص و در 

زیر همسانه سازی گردید. وکتور   pET28aوکتور

حاصل با موفقیت در  pET28a-ACنوترکیب 

پس از آن  ترانسفورم و Ecoli.BL21(DE3)باکتری 

هضم آنزیمی و  PCRروش کلنی  با تعیین توالی،

 قرار گرفت ییدأت مورد آنزیم ذکر شده 2توسط 

 ج(. -1ماره شتصویر )
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 ج ب الف

  

   
 

 ACاستراتژی کلونينگ ناحيه  :1شماره تصویر 

تهیه شده از )B.pertussis ATCC  9797 بوردتلا پرتوسیس نمونه کنترل مثبت سویه :1ستون  ؛PCRبه روش  ACتکثیر ژن  الف(
  ،kb 1 (Fermentas) : نشانگر3ستون  ،bp 1200در  ACژن تکثیر یافته : 2ستون  ،تور ایران(بخش میکروب شناسی انستیتو پاس

 ،Kb 1 نشانگر :1. ستون NdeIو  HindIIIتوسط آنزیم های  pTG19/T-ACهضم آنزیمی وکتور نوترکیب  ب( ؛: کنترل منفی4ستون 
توسط  pET28a-ACج( هضم آنزیمی وکتور نوترکیب  ؛NdeI و HindIII برش یافته توسط  pTG19/T-ACوکتور نوترکیب :2ستون 

: وکتور نوترکیب برش یافته با 3ستون ،pET28a-ACوکتور نوترکیب  :2ستون  ،Kb 1نشانگر  :1ستون . NdeI و HindIIIآنزیم های 
HindIII و NdeI،  کلنی 4ستون :PCR  از وکتور نوترکیبPET28a-AC،  وکتور 5ستون :pET28a  برش خورده باHindIII  وNdeI. 

 

به منظور بهینه سازی شرایط بیان نیز، کلنی 

در محیط کشت  ،تری بود انتخابی که دارای بیان بیش

LB  پس از  درجه کشت داده شد و 37مایع در دمای

رسیدن به رشد کافی به منظور دسترسی به بهترین بیان 

  1و  IPTG (2/0 ،5/0 ،8/0غلظت های مختلف 

% مورد SDS PAGE 12بر روی ژل  میلی مولار( القا و

الف( که مشخص  -2مارهشتصویر بررسی قرار گرفت )

بوده است. حال در میلی مولار  5/0بهترین غلظت  ،شد

مرحله بعد، از بهینه سازی کلونی مورد نظر با غلظت بهینه 

ساعت(  5و  4، 3، 2) ، در زمان های مختلفمیلی مولار /5

؛ ب( -2ماره شیر تصونیز مورد بررسی قرار گرفت )

درجه  38و  37، 35، 30سپس کلنی در دماهای مختلف، 

ج(. این نتایج  -2ماره شتصویر ) گراد بررسی شد سانتی

نمایانگر آن بود که بیان پروتئین پس از رسیدن رشد 

نانومتر با  600در طول موج  6/0کتری به جذب نوری با

  و انکوباسیون در دمای IPTGمیلی مولار  5/0القای 

ساعت به حداکثر میزان  4درجه سانتی گراد به مدت  37

این نتایج در آنالیز وسترن بلات نیز مورد  خود می رسد.

 .د( -2 مارهشتصویر یید قرار گرفت )أت

پروتئین نوترکیب به دلیل وجود دنباله هیستیدنی با 

بر اساس شیب  Ni-NTAروش کروماتوگرافی تمایلی با 

PH ( همان15اوره تخلیص گردید .) ( تصویر طور که در

ه( مشاهده می شود، تخلیص این پروتئین  -2ماره ش

( Lab works, software SDS PAGE)دانسیتومتری ژل 

% ممکن می باشد که این میزان 95در یک مرحله تا حدود 

تخلیص برای اکثر کاربردهای تحقیقی و تشخیصی مناسب 

bp 1000 

 bp1200  bp1500 

    4       3        2       1          2        1   

 bp1200 
 bp1200 

    5           4            3            2           1   
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زه گیری در است. اندازه گیری های انجام شده به روش اندا

OD280  و کیت پروتئین سنجی، نمایانگر آن است که با

استفاده از این سیستم امکان پروتئین تخلیص شده به میزان 

 وجود دارد. میلی گرم بر لیتر 25

 

 ب  الف

   

 

 

 
 ه د ج

   

 

 

 

 

 
 و وسترن بلات SDS PAGEتوسط  ACئين تخليص پروت آناليز بيان و :2ماره شتصویر 

 

: نمونه قبل از 1ستون ، (Fermentas): نشانگر پروتئینی Mستون ؛ (IPTG)بررسی غلظت های مختلف  بهینه سازی شرایط بیان الف(
نه سازی بهی ب( ؛میلی مولار 1و  8/0، 5/0، 2/0به ترتیب در غلظت های  IPTGنمونه های بعد از القای  5، 4، 3، 2ستون  ،القا

ساعت پس از  4نمونه  :2ستون  ،ساعت پس از القا 3نمونه  :1ستون  ؛(IPTG) های مختلف پس از القای شرایط بیان )بررسی زمان
  ،: نمونه قبل از القا4ستون، (Fermentas) نشانگر پروتئینی  :M ستون، ساعت پس از القا 5: نمونه 3ستون ، القا

 38: القا در دمای 1ستون ؛ (IPTGج( بهینه سازی شرایط بیان )بررسی زمان های مختلف القا  ؛ساعت القا 2: نمونه پس از 5ستون 
: القا در 4ستون  ،: نمونه قبل از القا3ستون ، : مارکر پروتئینیMستون ، گراد درجه سانتی 37: القا در دمای 2ستون  ،گراد درجه سانتی

: 2ستون ،: کنترل منفی1 ستون ؛د( آنالیز وسترن بلات ؛گراد درجه سانتی 30: القا در دمای 5ستون ، گراد درجه سانتی 35دمای 
: 2ستون  ،: پروتئین نوترکیب تخلیص شده1ستون  ؛ه( تخلیص پروتئین نوترکیب ؛: مارکر پروتئینیMستون  ،پروتئین نوترکیب

: 6ستون  ،: نمونه بعد از القا5ستون  ،Super flew: 4ستون ،:3/6PHشستشوی پروتئین در  :3، ستون :9/5PHر شستشوی پروتئین د
 .(Fermentas): نشانگر پروتئینی  Mستون، نمونه قبل از القا

 

 5        4      M          3        2      1 

KD 45 KD 45 

KD 45 

KD 25 

M      6      5      4      3      2    1 M     2     1   5       4      3     M      2     1 

KD 45 

KD 48 

KD 35 

KD 25 

KD 17 

KD 11 

KD 45 KD 48 

KD 35 

KD 45 
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 بحث:
ACT ه فاکتورهای ویرولانس حائز از جمل

ترمینال خود  -N، در ناحیه پرتوسیس بوردتلا اهمیت

   ACاسید آمینه، به نام 400دارای دمین کاتالیزوری با 

آنزیمی و تبدیل غیر قابل می باشد که با فعالیت 

و نیز مهار فاگوسیتوز  cAMPبه  ATPبازگشت 

ماکروفاژها  نقش مهمی در ایجاد بیماری سیاه سرفه 

نیز در  (. این ناحیه نقش کاربردی مهمی2،8،9دارد )

افزایش اثرات آپوپتوتیک داروهای ضد سرطانی داشته 

 و می تواند با انتقال پروتئین از باکتری به سلول های

یوکاریوت به عنوان یک گزارشگر انتخابی ایفای نقش 

(. از طرفی با توجه به این که اپیتوپ های 10-13کند )

CD
CDو  +4

8+، T-cell  به طور ژنتیکی درون دمین

AC نیز طبق مقاله ای توسط  قرار گرفته وWeingart  و

 5D1 و 3D1مبنی بر وجود آنتی بادی های  مکارانه

به  ACدمین  د کهکرتصور ان علیه این دمین، می تو

دلیل داشتن خواص ایمونوژنیکی می تواند در تهیه 

واکسن، آنتی بادی های مونوکلونال ونیز کیت های 

 (،21،22) تشخیصی بر پایه الایزا، مورد استفاده قرار گیرد

بومی مناطق  پرتوسیس بوردتلالذا با توجه به اینکه 

واکسن و  مختلف جغرافیایی هتروژن می باشند، تهیه

کیت تشخیصی بر اساس بومی بودن باکتری اهمیت 

پیدا کرده که این خود توجیهی برای کلونینگ، بیان 

و تخلیص این پروتئین از سویه بومی در ایران می 

 اینکه با وجود پوشش واکسیناسیون علیه  باشد. کما

 سیاه سرفه تلفات ناشی از این باکتری را شاهد 

یل آن می تواند به علت می باشیم که یکی از دلا

 .بومی نبودن واکسن در ایران باشد

توسط  ACتوجه به مطالب اشاره شده، دمین  با

Vougier  و همکاران وJohann  و همکاران مورد

این مطالعه بر روی اسید . (17،18مطالعه قرار گرفت )

صورت  489تا  1مینه آو بر روی اسید  384تا  1مینه آ

طالعات جهت تولید پروتئین گرفت. در هر دوی این م

جهت  E.coliBLRو میزبان   pTRنوترکیب از وکتور

بیان پروتئین نوترکیب استفاده گردید. در این مطالعات 

باکتری به  OD 600 نیز مانند مطالعه ما، پس از رسیدن

گراد صورت  درجه سانتی 37در دمای  AC، بیان 6/0

رجه پس از تخلیص پروتئین به دست آمده، د گرفت و

 % را نشان داد.95خلوصی برابر با 

طبق بررسی های ما، مطالعه بر روی کل 

از گذشته  بسیار گسترده می باشد و نسبتاً ACTپروتئین 

تا حال به منظور بررسی خواص گوناگون آن، بیان 

 در اکثر موارد درون  ACTپروتئین نوترکیبب 

و تنها  صورت گرفته است E.coliسویه های مختلف 

و در  M13در یک مورد خاص درون باکتریوفاژ 

گزارش  پرتوسیس بوردتلاموردی دیگر درون باکتری 

 ولی تاکنون مطالعه ای در جهت  (،23-26) شده است

، به منظور ACبهینه سازی شرایط بیان دمین کاتالیتیک 

دسترسی به میزان بالای پروتئین صورت نگرفته است. 

ه ما، پس از شناسایی خواص بدین منظور، در مطالع

ر های بیوانفرماتیک، از وکتو آنزیمی این ناحیه با روش

pET28a ه بیان ژن را تحت کنترل پروموترک T7  انجام

وری بسیار بالا  به عنوان وکتور بیانی با بهره ،می دهد

از  KD 100 همچنین در مطالعه ای بر روی؛ استفاده شد

که دارای  pET15b بیانی ، از وکتورACTپروتئین 

 می باشد، تولید پروتئین به میزان  T7 پروموتر

 دست ه میلی گرم در یک لیتر محیط کشت ب 20

. در این مطالعه نیز همانند مطالعه حاضر از میزبان (27) آمد

که بیان بالای  استفاده شد E.coli BL21(DE3)بیانی 

مد بودن آپروتئین به مقدار ذکر شده دلیل محکمی بر کار

لقا شده در این مطالعه ا IPTG سویه می باشد. غلظت این

 ، انجام شده بود ACT از پروتئین KD 100 که بر روی

گراد می باشد که  درجه سانتی 37در دمای  میلی مولار 1

  5/0ما با بهینه سازی شرایط بیان، این غلظت را به 

بازدهی تولید پروتئین را به میزان  رساندیم ومیلی مولار 

ی گرم بر لیتر افزایش دادیم. اهمیت این موضوع در میل 25

 تولید انبوه و صنعتی پروتئین خود را به خوبی نشان 
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 )که قیمت نسبتاً IPTGتر  چرا که مصرف کم ،می دهد

بالایی دارد( باعث کاهش هزینه های تولید می گردد. 

لازم به ذکر است که مطالعه دیگری در ایران جهت کلون 

دیگری از بوردتلا پرتوسیس انجام گرفته بیان آنتی ژن  و

 S1(. این فاکتور ویرولانس که ساب یونیت 19است )

توکسین پرتوسیس می باشد، جهت بهینه سازی در 

کلون گردید که  pAED4 و pET22b وکتورهای بیانی

که دارای  pET22bاز وکتور  ،در ادامه نشان دادند

ی توان م pAED4ی باشد، نسبت به وکتور م T7 پروموتر

تری از پروتئین را داشت. در این مطالعه  انتظار بیان بیش

جهت  E.col BL21(DE3)نیز همانند ما از میزبان بیانی 

بهینه سازی بیان استفاده شده است که نشان دهنده کارآمد 

 در تولید حداکثر میزان پروتئین  E.coliبودن این سویه 

توکسین  S1 اما در مطالعه ذکر شده ساب یونیت ،می باشد

 پرتوسیس از سویه استاندارد بوردتلا پرتوسیس استخراج و

که در مطالعه ما  مورد مطالعه قرار گرفته است، در حالی

همان طور که دلایل آن نیز ذکر شده است، از سویه بومی 

بوردتلا پرتوسیس استفاده شده است که این خود دلیل 

 .محکمی بر ویژگی مطلوب این تحقیق می باشد

 

 تیجه گیری:ن
در مطالعه حاضر، با استفاده از وکتور بیانی 

pET28a میزبان بیانی  وE.coliBL21(DE3)  و القای تنها

گراد به  درجه سانتی 37در دمای  IPTG، میلی مولار 5/0

، 6/0باکتری به  OD600ساعت، پس از رسیدن  4 مدت

با  AC پروتئین نوترکیب میلی گرم بر لیتر 25به میزان 

پروتئین نوترکیب  .% را تولید کرد95خلوص  میزان

 حاصل هیچ گونه جهشی نداشته و به راحتی توسط 

Anti his tag  مورد شناسایی قرار گرفته است، لذا این

میزان تخلیص برای اکثر کاربردهای  پروتئین با چنین

 تحقیقی و تشخیصی مناسب است.
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Background and aims: Adenylate cyclase toxin is one of the immunogenic virulence factors 

secreted by Bordetella pertussis, that consists of catalytic domain corresponding to the 400  

N-terminal residues called AC. This domain can stimulate cAMP synthesis in eukaryotic cells, 

and it has an important role in development of pertussis. It also can be used as a cell biology tool 

and in anti-cancer drugs. The aim of this study was to achieve high expression of the antigenic 

properties of the AC to evaluate its use in vaccines, adjuvant or the provision of diagnostic kits. 

Methods: In this experimental study, AC domain amplified by PCR reaction, and cloned into 

pET28a vector and expressed in the E. coli BL21 (DE3) host. After the optimization of 

expression, protein analysis by SDS PAGE gel and Western blot analysis were performed. 

Purification was carried out on column chromatography (NI-NTA). 

Results: AC fragment was cloned successfully into a pET28a vector and under expression 

system with a concentration of 0.5 mM IPTG induction after 4 hours at 37 °C, AC can be 

expressed as a function of maximum yields 25mg/L and 95% purity.  

Conclusion: This study showed that the induction of expression using only 0.5 mM IPTG can 

result in the over expression of the catalytic domain of protein ACT with maximum purity. This 

amount is appropriate for many applications, including research and diagnosis. 

 
Key words: Cloning, Expression optimization, Adenylate cyclase catalytic domain, 

Bordetella pertussis. 
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