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  :مقدمه
از ) آنتراكس(باسيل عامل بيماري سياه زخم 

 كشف 19اولين باكتري هايي است كه در نيمه دوم قرن 
نام بيماري از كلمه يوناني آنتراكيز ). 1(گرديد 

)Anthrakis( به معناي زغال سنگ )Coal (گرفته شده 
است كه به واسطه زخم هاي سياه شبه زغال سنگ كه 
بر روي پوست در آنتراكس پوستي مشاهده شده است، 

اين باكتري هم اكنون به عنوان . شود به اين نام ناميده مي
از پاكت هاي . باشد يك سلاح بيوتروريستي مطرح مي

  سال  بيوتروريستي حمله اين باكتري در آلوده به اسپور

  
 باسيلوس آنتراسيس). 2(شده است  استفاده آمريكا 2001

 شامل ژن هاي (pXO1داراي دو پلاسميد بزرگ 
) كپسولشامل ژن هاي مولد  (pXO2و ) توكسيك

در باشد كه عامل اخير يعني كپسول، عامل تعيين كننده  مي
 ماكروفاژهاي بيماري زايي بوده و باكتري را در برابر هجوم

ا واسطه يك پلاسميد توكسين ب. كند ميزبان محافظت مي
پروتئين شامل  3شود كه   ايجاد ميpXO1 يا PBA1به نام 

آنتي ژن  ،)Edema Factor=EF; 89 kDa (فاكتور ادم
و فاكتور  )Protective Antigen=PA; 83 kDa (محافظت كننده

  :چكيده
باشد يك بيماري عفوني حاد است و   ميباسيلوس آنتراسيسآنتراكس كه مسبب آن باكتري  :و هدفزمينه 

 يك اگزوتوكسين سه جزيي شامل باسيلوس آنتراسيسفرم رويشي . افتد خواران و انسان اتفاق مي اغلب در گياه
 و فاكتور ادم ) Lethal Factor=LF(، فاكتور كشنده )Protective Antigen=PA(فاظت كننده آنتي ژن ح

)Edema Factor=EF (آنتي ژن حفاظت كننده به عنوان يك ايمونوژن اوليه براي توسعه ايمني حمايتي . باشد مي
 آنتي ژن حفاظت 2-4اين مطالعه با هدف توليد آنتي بادي عليه ناحيه  .بر عليه آنتراكس بررسي شده است

 .كننده اين باكتري در حيوانات آزمايشگاهي طراحي و اجرا شده است
  وBamHI با جايگاه هاي آنزيمي pXOIاز پلاسميد  PA  ژن2-4ناحيه در اين مطالعه تجربي  : بررسيروش

HindIII   به روشPCRوكتور .  تكثير و در وكتورها كلون و ساب كلون شد)pET28a(+ اشرشياكلي  در باكتري
پروتئين تخليص .  مشاهده شدPA، بيان پروتئين ژن IPTGبعد از القاء با .   ترانسفورم گرديدBL21(DE3)سويه 

سپس آنتي بادي توليد شده از سرم موش و خرگوش   نوبت به موش و خرگوش تزريق شد؛4شده در 
  .جداسازي و توسط آزمون الايزا تاييد گرديد

، آناليز PCR به وسيله ي توالي يابي، (+)pET28aكلون شده در وكتور بياني PA ژن  2-4ناحيه  :يافته ها
افزايش تيتر آنتي بادي .  آميد و لكه گذاري وسترن مورد تأييد قرار گرفت، الكتروفورز در ژل پلي اكريلآنزيمي

  .الايزا تاييد گرديد در خون موش و خرگوش توسط آزمون 
 واكسن و همچنين به عنوان طراحيتوان از آن در  ، ميPAبودن پروتئين با توجه به ايمونوژن  :نتيجه گيري

  .ادجوانت قوي سيستم مخاطي استفاده نمود
  

  .، روش الايزاآنتي ژن حفاظت كننده، آنتي بادي، آنتراسيس باسيلوس: هاي كليدي واژه
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. كند  را كد مي)Lethal Factor=LF; 90 kDa (مرگ سلولي
 اثري نداشته و دو تنهايي هيچ كدام از اين فاكتورها به

 PAدر صورتي موثرند كه همراه با LF  و EF فاكتور
باشند؛ در اين صورت ادم زير پوستي و مرگ سلولي 

  ).3-5(كند  بروز مي
باشد؛   غير سمي ميLF و  EF بدونPAپروتئين 

، فاقد %)A/T) 69 كد شده و غني از Pagبوسيله ژن 
دآمينه و  اسي735دالتون،   كيلو83سيستئين، داراي وزن 

 باشد كه وظيفه ورود توكسين هاي پروتئيني مسطح و بلند مي
EF و LFمچنين داراي  را در سيتوزول بر عهده دارد؛ ه

 الي 1 شامل اسيدآمينه 1ناحيه  ).6،7(باشد   ناحيه مي4
 كيلو دالتوني است كه در 20 و در برگيرنده جزء 258

 از اسيد 2 ناحيه .اثر فعاليت پروتئازها از آن جدا مي شود
 تشكيل شده و مسئول ايجاد منافذي 487 الي 259آمينه 

 تا 488 از اسيدآمينه هاي 3ناحيه . در غشاي سلول است
 تشكيل شده و در اتصال عامل مرگ آور و تورم زا 595

 در 4 ناحيه .به آنتي ژن محافظت كننده دخالت دارد
 596طرف كربوكسيل انتهايي قرار دارد و از اسيدآمينه 

 تشكيل شده است و حاوي جايگاه اتصال به 735لي ا
 براي اينكه فعاليت سميت. )8( غشاي سلول است

 بايد بر روي سطح سلول PAتوكسين ها اتفاق بيافتد، 
ابتدا به رسپتور ) PA) kDa 83  پروتئين. مستقر شود

روي غشاي سلول هدف متصل مي شود؛ سپس در بين 
 به دو (Arg-Lys-Lys-Arg)164-167اسيدهاي آمينه 
 و متصل به رسپتور باقي kDa 63 (PA(قطعه كه يكي 

 كه آزاد مي شود، kDa20 (PA( ماند و ديگري مي
غير فعال به فرم  از فرم PAشكسته شده و به اين صورت 

 8 يا 7 فعال شده سپس با  PA.فعال تبديل مي شود
 يا  شكسته شده ديگر يك منفذ هپتامريPAمولكول 

 EFاكتامري را تشكيل مي دهد كه به عنوان وسيله انتقال 
 به طور رقابتي به هپتامر  EF  و LF. عمل مي كندLFيا 

  ).9،10 (ايجاد شده متصل مي شوند
 به عنوان كانديداي اصلي براي PAپروتئين 

. تحقيق در ساخت واكسن در نظر گرفته شده است
شود،   توليد ميEF و LF وقتي در غياب PAپروتئين 

قادر به ايجاد حمايت موثر به صورت يك پروتئين 
يا واكسن ضعيف خالص يا يك واكسن نوتركيب و 

  ). 11-13( باشد شده مي
يكي از راه هاي محافظت اشخاص در برابر 

 استفاده از واكسن توليد باسيلوس آنتراسيسباكتري 
كنون واكسن هاي متعددي تا. باشد آن ميشده عليه 

 ليكن هر كدام ؛توليد و مورد استفاده قرار گرفته اند
اكسن داراي عوارض جانبي بوده و تلاش براي تهيه و

در اين تحقيق كه به منظور . جديد همچنان ادامه دارد
 در PA 2-4بررسي ميزان توليد آنتي بادي عليه ناحيه 

حيوان آزمايشگاهي انجام شد پس از استخراج و 
، به موش و خرگوش تزريق 2-4تخليص پروتئين ناحيه 

و  ELISA و ميزان آنتي بادي توليد شده توسط آزمون
  . رد بررسي قرار گرفتلكه گذاري وسترن مو

  
  :روش بررسي

در اين مطالعه تجربي براي طراحي پرايمر ناحيه 
، باسيلوس آنتراسيس مربوط به باكتري PA ژن 4-2

 از بانك باسيلوس آنتراسيس باكتري PAتوالي كامل ژن 
بدست آمد و طراحي پرايمر ) NCBI-AF306783(ژن 

ر  صورت گرفت و پرايم primer3#افزاربه كمك نرم 
پرايمر آغازين . مورد نظر توسط شركت سيناژن سنتز شد

 BamHIمحدودالاثرآنزيم داراي جايگاه شناسايي 

)5'ccggatccgaaaaatggagcacggcttct3'( و پرايمر 
 داراي )'aagcttcattaaaattttcttgatcccgtt3'5(پاياني 

 است كه HindIIIجايگاه شناسايي آنزيم محدودالاثر 
در ادامه .  شد تعيينBIOLABS_NEB-cutterبوسيله 

.  صورت گرفتPCR با روش PA ژن 2-4تكثير ناحيه 
تهيه شده از موسسه  (باسيلوس آنتراسيسابتدا باكتري 

) LB (Lysogeny brothدر محيط كشت مايع ) رازي
 ساعت رشد 24 درجه سانتيگراد به مدت 37در دماي 
استخراج ژنوم و پلاسميدهاي باكتري با كمك . داده شد

 انجام و با استفاده از روش CTAB-NaClوش ر
اسپكتروفتومتري غلظت آن تعيين گرديد و به عنوان 

، PAبراي تكثير ژن .  استفاده شدPCRالگو در واكنش 
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در غلظت ) سيناژن( پلي مراز Taq با آنزيم PCRواكنش 
 4/0 پيكو مول از هر پرايمر، MgCl2 ، 4/0 ميلي مولار 2

 درجه سانتي 61 دماي اتصال  و درdNTPs  ميلي مولار
هاي  به منظور جلوگيري از جهش. گراد بهينه سازي شد

 Pfuناخواسته، تكثير نهايي ژن با استفاده از آنزيم 
.  ميكروليتر صورت گرفت25مراز فرمنتاز در حجم  پلي

 4/0 پيكومول از هر پرايمر، 4/0 شامل PCRهر واكنش 
مراز   پليDNA واحد آنزيم dNTPs ،25/0ميلي مولار 

Pfu، 5/2 10 ميكروليتر بافرX PCR ،MgSo4 با غلظت 
 نانوگرم از ژنوم استخراج 50 ميلي مولار و 5/2نهايي 
 شامل PCRچرخه هاي .  بودباسيلوس آنتراسيسشده 

 درجه 94يك مرحله واسرشت شدن ابتدايي در دماي 
 ثانيه، اتصال پرايمر به رشته الگو 45سانتي گراد به مدت 

 ثانيه و تكثير 40 درجه سانتي گراد به مدت 61 در دماي
 درجه سانتي گراد به مدت 72قطعه مورد نظر در دماي 

يك دقيقه و در پايان يك مرحله تكثير نهايي در دماي 
  ).15، 14( دقيقه بود 7تي گراد به مدت  درجه سان72

براي همسانه سازي قطعه حاصل از واكنش 
PCRآگارز، محصول ، ابتدا با كمك الكتروفورز ژل 
PCR مورد تاييد قرار گرفت و سپس قطعه مورد نظر از 

سپس براي همسانه سازي و . ژل آگارز تخليص شد
 pEGM-T Easy Vectorترانسفورم از وكتور كلونينگ 

استفاده DH5α  سويه E. coliهاي مستعد  پرومگا و سلول
به منظور بيان ژن، قطعات توسط آنزيم هاي برشي . شد

BamHI و HindIII از ناقل TA كلونينگ جداسازي و 
 كياژن همسانه سازي و در (+)pET28aدر وكتور بياني 

 BL21(DE3) سويهE. coliهاي مستعد  سلول

)Stratagen (كلون هاي حاوي قطعه . ترانسفورم شد
  و هضم آنزيمي و در نهايتPCRمورد نظر به كمك 

نظور همچنين به م). 14،15(با تعيين توالي تاييد شدند
بيان ژن مورد نظر، كلون هاي جداسازي شده به صورت 

   ميكروليتر از 100يك شبه، رشد داده شدند و ميزان 
 مايع تلقيح و پس LB ميلي ليتر محيط كشت 5آن ها به 

 نانومتر 600 در طول موج 6/0از رسيدن جذب به ميزان 
، ماده القاء )براي بدست آوردن ميزان رشد باكتري(

 ميلي مولار 1فرمنتاز با غلظت ) IPTG(تر كننده پرومو
 37 ساعت در دماي 5به محيط كشت افزوده و به مدت 

  ).15، 14( درجه سانتي گراد انكوبه شد
براي تعيين غلظت پروتئين بيان شده از روش 
پروتئين سنجي برادفورد استفاده شد و آلبومين سرم 

 نظر به عنوان استاندارد آن در) سيناژن( )BSA(گاوي 
داسازي و تفكيك ـــهمچنين جهت ج. گرفته شد

، همراه IPTGپروتئين ها، نمونه هاي قبل و بعد از القاي 
تحت شرايط دناتوره، ) SM0671(با ماركر پروتئيني 
 SDS-PAGEغلظت ژل الكتروفورز . الكتروفورز شدند

  ).16( ميلي آمپر بود 25با جريان ثابت  درصد 12
ركيب، با استفاده به منظور تخليص پروتئين نوت

  2PA-4، پروتئين مربوط به ناحيه Ni-NTAاز ستون 
هاي حاصل بر  ي و نمونهتحت شرايط دناتوره جداساز

  . الكتروفورز شدند درصد12روي ژل 
 در PA ژن 2-4براي توليد آنتي بادي عليه ناحيه 

هاي موش و خرگوش به حيوانات آزمايشگاهي، به نمونه
 2PA-4 از پروتئين ناحيه µg 100 و µg10 ترتيب ميزان 

 در چهار نوبت، بار اول همراه با ادجوانت كامل و در 
نوبت هاي بعدي با ادجوانت ناقص فروند تزريق و در 

گيري صورت  ها خون نهايت از موش ها و خرگوش
گرفت و تيتر آنتي بادي آن ها توسط آزمايش الايزا 

  ).17(اندازگيري شد 
پروتئين نوتركيب بيان در نهايت به منظور تاييد 

 PA با آنتي بادي ضد ايمونوبلاتشده از تكنيك 
عصاره سلولي پس از بيان با استفاده از . استفاده شد

و ) Bio-rad) Mini Proteanسيستم وسترن بلاتينگ 
 ميلي 48 ميلي مولار، تريس 39گلايسين (بافر انتقال 

روي كاغذ %) 20و متانول  SDS  037/%0مولار،
كاغذ نيترو سلولز با استفاده از . لز منتقل شدنيتروسلو

 ميلي KCl 7/2 ميلي مولار، PBST) NaCl 37بافر 
 20 ميلي مولار، تويينNa2HPO4.7H2O3/4 مولار، 

 2 شير خشك به مدت  درصد5حاوي ) pH:2/7و % 5
نمونه ها پس از سه . ساعت در دماي اتاق بلاك گرديد

ساعت با رقت  به مدت يك PBSTبار شست شو با بافر 
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 در دماي اتاق PBST در بافر PAآنتي بادي ضد  800/1
نمونه ها پس از شست شو مجدد با بافر . مجاور شدند

PBST از آنتي 2000/1، به مدت يك ساعت با رقت 
در بافر ) Dako(كانژوگه خرگوشي و موشي  بادي

PBST در دماي اتاق قرار گرفتند و در نهايت پس از سه 
، براي آشكار سازي از بافر PBSTبافر بار شست شو با 

 10µl H2O2  وDAB mg6 حاوي mM50تريس 

 متوقف H2SO4واكنش با استفاده از . استفاده شد
  ).17(گرديد 

 

  :يافته ها
 تكثير و PA ژن 2-4، ناحيه PCRبا روش 

محصول آن روي ژل آگارز مورد ارزيابي قرار گرفت و 
دف ما همخواني قطعه مورد نظر از لحاظ اندازه با ژن ه

  ).1تصوير شماره ) ( جفت باز1600( داشت
بعد از تخليص پلاسميد ها و بررسي آن ها روي 

 BamHI و HindIIIل آگارز، پلاسميدها با دو آنزيم ژ
هضم شدند سپس به كمك ماركر، اندازة قطعه خارج 

  ).2تصوير شماره (شده از وكتور تأييد شد 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  روي  PA ژن 2-4ناحيه  PCRول محص :1تصوير شماره 
  %1ژل آگارز                  

فاقد : 3-5؛ ستون هاي 2-4حاوي ناحيه : 2 و 1ستون هاي 
  .ماركر : 6؛ ستون 2-4ناحيه 

 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 

الگـوي الكتروفـورز محـصول هـضم         :2تصوير شماره   
 با bp1600 حاوي قطعه PET28a(+) آنزيمي پلاسميد   

  %)1( روي ژل آگارز BamHІ   وHindIIIدو آنزيم 
 برش bp 1600 حاوي قطعه PET28aپلاسميد : 1-5 ستون هاي

  ماركر: 6 ؛ ستون HindIII و BamHІهاي  خورده با آنزيم
  

  در اين مطالعه بعد از كشت سلول ها و القاء 
رفت و پس از تيمار خام  بيان ژن صورت پذيIPTGآن ها با 

با .  گرفت مورد بررسي قرار SDS-PAGEبر روي ژل
 درصد استفاده 12توجه به وزن پروتئين نوتركيب از ژل 

ناحيه (پس از بررسي بر روي ژل، بيان ژن مورد نظر . شد
 ). 2 و 1 رديف هاي 3تصوير شماره (مشاهده شد ) 4-2

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   SDS-PAGE 12الگوي الكتروفورز  :3تصوير شماره
   .PAركيب درصد حاصل از بيان پروتئين نوت            

 نمونه با القاي: 2 ستون؛ IPTG القاي  نمونه بدون:1 ستون
IPTG پس از تخليص با ستون نيكل؛ : 4 و 3 ستون هاي؛
  ).فرمنتاز SM0671 (پروتئيني نشانگر 5 ستون
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پس از اطمينان از القاء بيان ژن، بهينه سازي شرايط بيان 
با بيان  پروتئين مورد بررسي قرار گرفت و بهترين شرايط

 μg/ml40 مايع حاوي LBكشت كلون ها در محيط 
در  6/0 محيط كشت به ODكانامايسين، پس از رسيدن 

 mM1 با غلظت IPTG نانومتر، با افزودن 600طول موج 
 درجه 37به محيط و انكوبه نمودن آن در دماي 

 به rpm150گراد در انكوباتور شيكردار با سرعت  سانتي
  . ساعت بدست آمد5مدت 

مايش لكه گذاري وسترن به منظور از آز
در اين روش از . تأييد محصول پروتئيني استفاده شد

آنتي بادي توليد شده توسط موش يا خرگوش 
در ستون تست كه مربوط به نمونة بعد . استفاده شد

 مشاهده kDa 63از بيان است يك باند در نزديكي 
شود كه درستون كنترل قبل از بيان، قابل مشاهده  مي
  ).4تصوير شماره ( دنبو

  
  

  
  

  آزمايش لكه گذاري وسترن به منظور تأييد  :4تصوير شماره 
  PAمحصول پروتئين                          

نمونه : 2 فرمنتاز؛ ستونSM0671  ماركر پروتئين: 1 ستون
نمونه قبل از بيان : 3 ؛ ستون2-4تست بعد از بيان  ناحيه 

  ).كنترل(
  

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   PAبررسي ايمني زايي پروتئين نوتركيب       :1شماره  نمودار  
   در موش2-4ناحيه                     

  
براي تعيين تيتر آنتي بادي بر عليه پروتئين نوتركيب به 
منظور ارزيابي محصول در طول فرايند تخليص در سرم 

نتايج . حيوانات ايمن شده، از روش اليزا استفاده شد
 پروتئين نوتركيب نشان داد كه حاصل از آزمايش اليزا با

 افزايش تيتر آنتي بادي در ،پس از هر مرحله از تزريق
 ODبالاترين . مقايسه با كنترل قابل توجه بوده است

بدست آمده از تست در مقايسه با كنترل تفاوت قابل 
همچنين تيتر آنتي بادي ايجاد شده در . اي داشت ملاحظه

ه سرم خرگوش نسبت ب) 1نمودار شماره (سرم موش 
  . بيشتر بود) 2نمودار شماره (

  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

   PAبررسي ايمني زايي پروتئين نوتركيب       :2نمودار شماره   
  در خرگوش2-4ناحيه                     
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  :بحث
در اين مطالعه، براي ايمن سازي موش و 

 به همراه 2-4 ناحيه PAخرگوش، پروتئين نوتركيب 
شد و به علت ايمونوژن بودن ادجوانت فروند استفاده 

 نوتركيب PAاين پروتئين، افزايش آنتي بادي ضد 
)IgG ( در سرم نمونه ها، مشاهده شد؛ اين افزايش تيتر

  .آنتي بادي، در موش بيشتر از خرگوش بود
 يك جزء بسيار PAآنتي ژن محافظت كننده 

مهم از توكسين آنتراكس است، به اين دليل كه اين 
ي آنتراكس نقش اصلي را هم بعد از پروتئين در ايمن

). 18(كند  ايمن سازي و هم در جريان عفونت بازي مي
 به منظور باسيلوس آنتراسيستعدادي از آنتي ژن هاي 

بررسي توانايي شان براي القاء ايمني حمايتي بر عليه 
از شناخته ترين اين . بيماري، مورد مطالعه قرار گرفته اند

، پلي ساكاريدهاي Sل، لايه توان كپسو آنتي ژن ها مي
تنها آن . اي ديگر را نام بردـــسطحي و پروتئين ه

هايي كه با يكديگر توكسين آنتراكس را پروتئين
سازند، باعث توليد آنتي بادي هاي قابل شناسايي  مي
 تنها آنتي PA و EF ،LF پروتئين 3از . )20،19،11 (شوند مي

يماري نقش  بر عليه بPA استخراج شده از بادي هاي
 اين ايمني در نتيجه خنثي سازي ).21-23 (حمايتي دارند

 آنتي بادي ها. )24 (افتد فعاليت توكسين آنتراكس اتفاق مي
توانند مانع از اتصال پروتئين به   ميPAبر عليه 

رسپتورهاي سلول ميزبان شوند و يا در حالي كه به 
شوند، از شكست فورين  رسپتور سلول ميزبان متصل مي

 غير PAدر هر دو وضعيت حالت تحويلي . مانعت كنندم
 EF فعالي كه به سلول متصل شود PAبدون . فعال است

 نمي توانند وارد سلول شوند؛ بنابراين تاثير LFو 
). 20( شود توكسين آنتراكس بر روي ميزبان متوقف مي

 تنها آنتي ژن شناخته شده PAبه دليل اينكه پروتئين 
ي بادي هاي حمايتي بر عليه براي تحريك كردن آنت

 )PA (آنتراكس است، تمركز اصلي روي اين پروتئين
   ).25،11 (براي تحقيق واكسن مي باشد

  ر رويــ بPAه هاي ــمطالعه اي كه بر روي ناحي

  
  به همراه ادجوانت هيدروكسيد آلومينيومA/J موش هاي

انجام شده، نشان داده است كه كيفيت پاسخ %) 3/1(
ك شده بعد از ايمن سازي با ناحيه هاي ايمني تحري

باسيلوس  STI نوتركيب، بر عليه اسپورهاي PAناقص 
 نوتركيب PA مشابه پاسخ ايمني حاصل از آنتراسيس،
باشد كه البته بعد از بررسي هاي بيشتر در همين  كامل مي

مطالعه مشخص شد كه تمام گروه هايي كه شامل ناحيه 
 كامل حفاظت شده اند در تركيب خود بودند به طور 4
از سويي آزمايشات انجام شده با آنتي بادي هاي ). 26(

در يك . منوكلونال، نتايج مختلفي را نشان داده است
مطالعه، توليد منوكلونال آنتي بادي خنثي كننده كه به 

 متصل مي شد، كارآيي نامناسبي داشت  PA 4 و 2ناحيه 
ندگانه براي هاي چ كه لزوم اتصال آنتي بادي به جايگاه
اي   در مطالعه).27 (خنثي سازي مطلوب را نشان مي دهد

 را در يك سيستم PA و ساير نواحي 2-4ديگر، نواحي 
 سويه 4پروكاريوتي كلون و ايمني زايي آن را در 

سيستم بياني پروكاريوتي . متفاوت موش بررسي كردند
ژن بيان شده . ژن هدف را با كارآيي بسيار بالا بيان كرد

). 15(صيت ايمني زايي و ادجوانتي خوبي را نشان داد خا
Fasanella و همكاران نيز نشان دادند كه PA نوتركيب 

 القاء PAپاسخ آنتي بادي قوي را بر عليه آنتي ژن 
 را در خرگوش هاي  درصد100كند و يك ايمني  مي

باسيلوس  بعد از چالش با سويه PAايمن شده با آنتي ژن 
  .)28 ( نشان مي دهدآنتراسيس

  
  : نتيجه گيري

با توجه به نتايج بدست آمده از اين تحقيق و 
  ناحيهPAبررسي مطالعات انجام شده، پروتئين نوتركيب 

 در نظر ايمونودوميننت را مي توان به عنوان يك 4-2
گرفت و از آن براي طراحي يك واكسن مهندسي شده 

  .استفاده نمود
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Background and aims: Anthrax caused by bacillus anthracis, is an acute infectious disease that 
mostly occurs in herbivorous animals and in human. The vegetative format Bacillus anthracis is 
an exotoxin, which consists of three polypeptide: protective antigen (PA, 83 kDa), lethal factor 
(LF, 90 kDa) and edema factor (EF, 89kDa). PA is considered as a primary immune gen for 
development of protective immunity against anthrax. The aim of this study was the production 
of antibody raised against domain 2-4 PA in lab animals. 
Methods: In this experimental study, domain 4-2 PA gene of plasmid pXOI with BamHI and 
HindIII restriction enzyme sites, amplified by PCR and were cloned and sub cloned in the 
vectors. Vector pET28a (+) was transformed to E. coli strain BL21 (DE3). After induction with 
IPTG, PA gene expression was observed. Purified protein was injected in mice and rabbits 4 
times. Then the raised antibody was isolated from mice and rabbits sera and confirmed by 
ELISA. 
Results: The pET28a (+)/domain 2-4 expression vector confirmed by end nuclease digestion, 
PCR and sequence analysis. The expression product domain 2-4 was confirmed by SDS-PAGE 
and Western blot. Antibody in mice and rabbits sera was confirmed by ELISA. 
Conclusion: Due to PA protein being immunogenic, it could be used for vaccine design and as 
a powerful mucosal adjuvant system. 
 
Keywords: Antibody, Bacillus anthracis, ELISA, Protective antigen. 


