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  (dtxA) کاتالیتیک دیفتریاتوکسین واحد موتانت زیر ژن بیوانفورماتیکی مطالعه و طراحی
   کاندید واکسن علیه دیفتري پروتئین نوترکیب بررسی بیان و

  
   1غلامرضا اولاد

  
  
  (عج) تهراناللهدانشگاه علوم پزشکی بقیه ا ،کاربردي يوژمرکز تحقیقات بیوتکنول)1
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    ، واکسن نوترکیبdtxA، ژن DTxA زیرواحدکورینه باکتریوم دیفتریه، دیفتریاتوکسین، پروتئین  :یديکل ياه هواژ      

                                                
 (عج) تهراناللهدانشگاه علوم پزشکی بقیه ا ،کاربردي يوژمرکز تحقیقات بیوتکنول :نویسنده مسئول 

Email: grolad@gmail.com 

  چکیده
قرن قبل از میلاد آن را شرح  5:دیفتري ناشی از باسیل کورینه باکتریوم، بیماري مهلکی است که بقراط در مقدمه

 A) می باشد. بخش B) و اتصال دهنده(Aزنجیره کاتالیتیک(، شامل دو DTXداده است. عامل بیماري، اگزوتوکسین 
که به بسیاري از سلول هاي بدن، باعث مهار سنتز پروتئین و مرگ  Bپس از ورود به سلول به واسطه اتصال بخش 

و بررسی هاي  )dtxA(سلول می گردد. هدف از این مطالعه طراحی و تهیه ژن موتانت زیرواحد کاتالیتیک دیفتریاتوکسین
و تولید پروتئین نوترکیب حاصل از آن، به عنوان کاندید  pET28aبیوانفورماتیکی آن به منظور بررسی بیان در وکتور 

  باشد.واکسن علیه دیفتري می
و بررسی  G52E  /A158Gواجد جهش هاي  dtxAسازي ترادف ژن  پس از تعیین و بهینه :مواد و روش ها     

منتقل گردید. سپس بیان و   E.Coli Bl21 DE3 به میزبان بیانی  /dtxA pET28aهاي بیوانفورماتیکی سازه ژنی 
   بلات مورد ارزیابی قرار گرفت. تولید پروتئین نوترکیب حاصل به عنوان کاندید واکسن، با کمک وسترن

به سفارش و  هاي ژن مورد مطالعه منجرسازي کدون  نتایج بیوانفورماتیکی حاصل از بهینه هاي پژوهش:یافته     
تهیه این ژن در وکتور بیانی گردید. صحت این ژن با کمک واکنش هضم آنزیمی و الکتروفورز، مورد تائید قرار گرفت. 

  گردید. بلات تاییدنوترکیب با وسترن  پس از آن بیان و تولید این پروتئین
آید توکسوئید دیفتري، به نظر می به  DTxAهاي پروتئین نوترکیب با توجه به مزیت  گیري:بحث و نتیجه     

تواند جایگزینی مناسب به عنوان کاندید واکسن علیه دیفتریاتوکسین قرار گیرد که نیازمند پروتئین نوترکیب حاصل می
   باشد.مطالعات بیشتر می 
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 مقدمه
 مهم) لوفلر-بسکلباسیل ه(کورینه باکتریوم دیفتری       

که در محیط  ستباکتریاها  ترین گونه خانواده کورینه
کند. این   چند شکلی رشد میصورت باسیل ه بفلر ول

گرم مثبت، کاتالاز مثبت و هوازي  باسیلباکتري 
انترمیدیوس، بلفانتی، شکل  چهارو در  اختیاري است

ویلیام  1899شود. در سال   میتیس و گراویس دیده می
دیفتري، هاي   متوجه شدند که از بین باسیلو پارك 

یک نوع میتیس بیشتر و بهتر از انواع دیگر، توکسین 
 نام PW8کند و آن را به نام اختصاصی   تولید می

گذاري نمودند. در حال حاضر تقریباً اکثر مطالعاتی که 
وي شود بر ر  دست آوردن توکسین انجام میه براي ب

  )1،2،3.(گیرد این سوش صورت می
  بیماري حاد دستگاه تنفسی و بالقوه کشنده ،دیفتري     

 اننـد مبافـت هـایی   سـبب آسـیب بـه نسـوج     است که 
میـزان  دد و گـر  یها ممیوکارد، اعصاب محیطی و کلیه 

مرگ و میر آن در کودکان خردسال و افراد مسن زیادتر 
سال گذشته  50استفاده از واکسن دیفتري در  .باشد  می

اگـر   ).1،2،(اسـت  باعث کاهش شیوع این بیماري شـده 
مـی باشـد   باسیل دیفتري ارگانیسم زیاد مهـاجمی ن چه 
زایی آن ناشـی از سـمی اسـت کـه       قدرت بیماري ولی

کند. التهاب موضعی ناشـی از نکـروز نسـج و      تولید می
. )3،4،(نمایـد   غشاء دیفتري را ایجـاد مـی   ،توده باکتري

و  بیــ ـاس نـوع  ینــتوکس آنتیي از بیمار درمانجهت 
 تفادهـاس ـ آن توکسـوئید از  ال،ـفع ـ سازي  منــایجهت 

 درصـد  95 از بـیش  واکسـن  اثـر  میزان. )5،6،(می گردد
 چنـد  هر است لازم مناسب بیوتیک آنتی تجویز امااست 

  )7.(شود  نمی توکسین آنتی جایگزین
  اگزوتوکسین به مستقیم طور به باسیل این سمیت     
 نیازي علائم ایجاد براي باکتري و شود  می مربوط آن
 تولیدکننده که dtx ژن. ندارد خون به ورود به

 ß لیزوژن باکتریوفاژ توسط است باکتري اگزوتوکسین
 جنس از اگزوتوکسین. است  شده وارد باکتري به

 و است دالتون کیلو 61 مولکولی حدود وزن با پروتئین
 و شیمیایی عوامل نور، اثر در و بوده حساس حرارت به

  )8،9.(یابد  می کاهش آن اثر زمان، مرور
مشاهده می شود  1 شماره چنان که در تصویر آن    
 و شده تشکیل B و A واحد زیر دو از توکسین این

 استفاده با توان  می که است  سولفیدي  دي پل دو داراي
 کننده، احیاء ماده یک حضور در و پروتئاز یا تریپسین از

 کاتالیتیک واحد زیر. نمود جدا هم از را واحد زیر دو این
A  مولکولی وزن با حرارت به اسید آمینه مقاوم 192با 

 دیفتري توکسین اثر که باشد  می دالتون کیلو 21 حدود
 به حساس B واحد زیر و است واحد زیر این به مربوط
 باعث که دالتون کیلو 40 مولکولی وزن با حرارت
 حساس هاي  سلول غشاء هاي  گیرنده به سم اتصال

 به متصل اپیدرمی فاکتور توکسین، گیرنده. شود  می
 هاي  سلول از بسیاري روي بر که است هپارین

 حضور عصبی و قلبی هاي  سلول ویژهه ب یوکاریوت
)10،11.(دارد

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  زیر واحدهاي توکسین دیفتري .1شماره  تصویر
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 سلول درون به توکسین ورود مکانیسم نوع دو حداقل
  :دارد وجود میزبان

 از B بخش مکانیسم، این در: مستقیم ورود. 1   
 میزبان سلول سطح در خود خاص رسپتور به توکسین

 یک میزبان، سلول غشاء درون سپس و یافته اتصال
 ایجاد حفره از را A بخش و کند  می ایجاد) Pore(حفره
  .نماید  می منتقل سلول درون به شده،

 این در: رسپتور به وابسته اندوسیتوز توسط ورود. 2   
 شماره (تصویراست معروف نیز) RME(به که مکانیسم

 باعث شود، می متصل آن به توکسین که رسپتوري) 2
 سلول، نتیجه در و شده سلول به اندوسیتوز القاء

 یک صورت به را آن و کند  می اندوسیتوز را توکسین
 عملی واقع در. کند  می وارد سلول درون به اندوزوم

  .افتد  می اتفاق فاگوسیتوز به شبیه
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مکانیسم عملکرد توکسین دیفتري. 2شماره  تصویر
  

 سلول سطح به اتصال از پس توکسین دیگر، عبارت به
شده و پس از جدا  فاگوسیته سلول درون به میزبان،

 سلول سیتوپلاسم درون از Aشدن دو زنجیره، بخش 
 درون Tهیدروفوب  با واسطه دومین B بخش و آزاد

 خارج سلول دیگر طرف از و مانده باقی اندوزوم
 )12،13،14(.شود می

 فعالیتدیفتري،  توکسین A بخش بعد به جا این از     
این  سوبستراي. نماید   می اعمال را خود توکسیسیتی

نقش  که باشد می EF-2 نام به پروتئینی ،زیر واحد
 سلول را اساسی در طویل شدن پروتئین در حال سنتز

 این هنتیج در. شود  می آن شدن غیرفعال باعث اما دارد
 نهایتاً و شده متوقف سلول در پروتئین سنتز عمل،
 )15.(شود  می سلول مرگ به منجر

 سلول در EF-2 ءجزه ب پروتئینی هیچ با واکنش این    
 واکنش، این انجام براي و گیرد  نمی صورت پستانداران

 به آلوده هاي  سلول در. است ضروري +NAD  وجود
 از پروتئین، سنتز توقف از پس توکسین،

 نیز RNA رونویسی و DNA ازيــمانندســه
  )15،16،17.(شود  می جلوگیري

 توکسین مانند نیز ها  باکتري برخی اگزوتوکسین     
 اثرات دیفتري توکسین ولی کنند  می عمل دیفتري
 علت که دارد انسان بدن هاي  بافت روي تري  گسترده

 زیرا باشد  می دیفتري توکسین B بخش در تفاوت آن،
 سلول از وسیعی طیف به دیفتري توکسین B بخش

 ها چشم کلیه، کبد، قلب، رسپتورهاي مانند بدن هاي 
  )12،17،18.(شود  می متصل

تولید واکسن و آنتی سرم حیوانی علیه دیفتري با     
استفاده از اگزوتوکسین خالص شده از محیط کشت 

 وسیله روشه ب توکسوئید به آن و تبدیل PW8 سویه
هر چند که . )3،19،20،(صورت می گیرد شیمیایی هاي 

 است سنتی ثابت کشت همان کشت، روش ترین  ساده
 فضاي و زمان نیازمند که این بر علاوه روش این ولی

 وجود نیز کشت محیط آلودگی امکان است، زیادي
 هاي  کشت در معمولاً روش این در .)6،7،21،(دارد

 این، بر لاوهــع. یابد  می کاهش توکسین میزان متوالی
 شکلــم نیز قیاســم شــافزای کشت، نوع این در
 رفهـص به قرونــم اقتصادي اظـــلح از و ودهـــب

      .باشد  نمی
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روش مهندسی  از توان  می مشکل این رفع براي    
با ویژگی  فرمانتور در ژنتیک و تولید پروتئین نوترکیب

 خیلی حجم در توکسین کرد: تولید هاي زیر استفاده
 تحت روش، تولید این بودن صرفه به زیاد، مقرون

 توکسین بالاي تیتر شده، تولید کنترل تجاري شرایط
 تامین DPT و DT هاي  واکسن براي را کشور نیاز که
 شرایط رعایت براي مشکلات کمترین نماید، وجود  می

 انواع تولید براي تجهیزات نوع یک از استریل، استفاده
 وکاهشآزمایشگاهی  کار واکسن، کاهش مختلف
  )22،23.(کار براي نیاز مورد فضاي

توجه با برتري هاي فوق هدف از این مطالعه  با    
زیر واحد کاتالیتیک  تولید پروتئین نوترکیب و ترجیحاً

Aعنوان کاندید برتر تولید ه ، داراي جهش نقطه اي، ب
  واکسن و آنتی سرم علیه دیفتري می باشد.

مختلفی از این زیر محققین تاکنون جایگاه هاي      
واحد را انتخاب و با ایجاد جهش نقطه اي تولید 

ها  ترین آن پروتئین نوترکیب نموده اند. مهم
نام دارد. مطالعات متعددي در این  CRM197ً اصطلاحاً

نتایج بسیار خوبی نیز بوده  دارايجایگاه انجام گردیده و 
است. این جهش نقطه اي باعث جایگزینی یک 

 52جاي یک گلایسین در جایگاه ه ید بگلوتامیک اس
در جایگاه فعال بخش  می گردد. این جایگزینی دقیقاً

کاتالیتیک بوده و در نتیجه منجر به تغییر در ساختار 
فضایی پروتئین و از بین رفتن سمیت این زیر واحد می 
شود. به همین دلیل هم نیاز به تیمار با فرمالدهید ندارد 

حالت محلول در آمده و ه راحتی به و  هم این پروتئین ب
  تخلیص می گردد. 

چنین با وجود این جهش پروتئین در مقابل  هم     
 آنزیم هاي پروتئولایتیک مقاوم خواهد شد و تخریب

پذیري آن به شدت کاهش خواهد یافت. از دیگر جهش 
هایی که مورد مطالعه قرار گرفته است می توان به 

، 148وتامیک در جایگاه جاي گله جایگزینی آسپارژین ب
 و 257 جایگاه در جاي هیستیدینه ب آرژنین جایگرینی

نیز  158آلانین در جایگاه  جايه جایگرینی گلایسین ب
  )10،15،22،24،25،26.(اشاره نمود

فرد مطالعه حاضر ه یکی از ویژگی هاي منحصر ب    
نسبت به مطالعات دیگري که در این زمینه تاکنون 

واجد دو  dtxAگزارش شده است، طراحی ژن زیر واحد 

زمان است  صورت همه ب A158G و G52Eجهش 
که تاکنون هیچ گزارشی از آن به ثبت نرسیده است. 

صورت ه پیش بینی می شود با وجود این دو جهش ب
یمنوژنیکی خود نسبت زمان ضمن حفظ خاصیت ا هم

به توکسین طبیعی، داراي حداقل خاصیت سمیت نیز 
  باشد.

  ها مواد و روش
ابتدا ترادف ژن کامل توکسین دیفتري از بانک      

) استخراج گردید. سپس ترادف K01723.1ژن(با کد 
با  Aدیفتري(زیر واحد  توکسین ژن کاتالیتیک بخش

انتخاب  جفت باز 582شامل ) AY820132.1 کد
سپس جایگاه ایجاد جهش شناسایی و تنها در  .گردید

تغییر ایجاد گردید. این دو  473و  155دو نوکلئوتید 
 و G52E جهش باعث تغییر در اسید آمینه هاي

A158G این  از این پروتئین خواهد شد. پس از آن در
 E         باکتري کدونی ترجیح از استفاده ژن، با ترادف

.coli الگوریتم وسیلهه ب این باکتري، در بیان منظور به 
OptimumGeneTM صورت  بهینه سازي لازم

با  DNasis افزار نرم توسط حاصل، توالی قطعه. گرفت
ردیف سازي قرار  توالی ژن اولیه مورد مقایسه و هم

نقشه و الگوي آنزیم هاي محدودکننده موثر بر  .گرفت
بررسی و  این توالی، قبل و بعد از بهینه سازي مورد

  .مقایسه قرار گرفت
 می که است کمیتی حقیقت در که CAI میزان    

 کدون به اي درجه چه با ژن یک در کدون یک گوید
 مثل(بالا میزان به شونده بیان هاي ژن در موجود هاي

) سازي طویل فاکتورهاي و ریبوزومی پروتئین هاي
 دارد، نیز اندازه گیري شد شباهت

 انرژي تغییرات وسیلهه ب عموما mRNA پایداري    
پروتئین  mRNA ساختار. شود می داده نشان آزاد

 مورد mfold افزار نرم وسیلهه ب DTxA نوترکیب
 گرفته کار به الگوریتم با چنین هم. گرفت قرار بررسی

 اتصال در که ساقه-حلقه ساختارهاي ممکن حد تا شده
 توانند می و هستند مهم mRNA پایداري و ریبوزومی

 دهند، کاهش چشمگیري نحو به را ترجمه کارایی
  .شدند شکسته

 Shine Gene شرکت به توالی ژن مذکورساخت     
 نظر واجد توالی آنزیم مورد قطعه شد. داده سفارش چین
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EcoR I آنزیم در ابتداء و توالیHind III    در انتهاي
 لیوفلیزه صورته ب و سنتز pET28a وکتور روي ژن بر

دستور شرکت سازنده، این وکتور در  شد. طبق دریافت
 حل شده و با استفاده از سلول TEمیکرولیتر بافر  100

هاي مستعد تهیه شده از طریق واکنش شوك حرارتی، 
 حاوي هاي کلون .)27،(تراریختی صورت پذیرفت

 مایع LB محیط در PET28a/dtxA وکتور
 یک مدت به کانامایسین بیوتیک آنتی μg/ml 80حاوي
  .شدند داده گراد کشت سانتیدرجه  37  دماي در شب

تخلیص پلاسمید به روش لیز قلیایی با استفاده از 
بررسی  منظور محیط کشت شبانه فوق انجام گردید. به

این محصول بر  شده، استخراج پلاسمیدهاي  و تأیید
گردید. به  بررسی و مطالعه درصد 1آگاروز  ژل روي

این  کامل، واکنش هضم آنزیمیجهت حصول اطمینان 
 HindIII آنزیم دو کمک به pET28a/dtxA پلاسمید

 به (آنزیم هاي طراحی شده در دو طرف ژن)،EcoRI و
 نگهداري گراد سانتی درجه 37 دماي در ساعت 4 مدت

 آگاروز ژل روي محصول نهایی بر شده انجام گردید و
چنین جهت  هم گرفت. مورد بررسی قرار درصد 1

صحت ژن مورد مطالعه، تعیین توالی با استفاده  بررسی
   )27.(از این پلاسمید انجام گردید

 از عداديـت داـتـاب بـوترکیـن ژن انـبی جهت     
 طـمحی در دامـک رـه و دهــش خابـانت اـه ونیـلـک

LB س ـد. سپـدنـش داده تـشـک هـبانـورت شــصه ب
در  یان ژنــه و بـتـرفـام گـجـدد انـجـشت مـک
 600 وجـم ولـدرط 6/0 ) حدودODذب(ـیزان جـم

 IPTGنده ـودن ماده القاء کنـافه نمــا اضـب ر،ـومتـنان
  هـب ریلـاست شرایط ی ملار درـمیل 1 یـنهای غلظت اـب

  
  

 لوله انجام شد و به همراه ستـــت هاي ولهــل 
 ساعت در دماي 5مدت ه ب )کننده بدون القاء( دـاهــش

 شیکر در rpm 150 سرعت و گراد سانتی درجه 37
  )27.(گرماگذاري انجام گردید انکوباتور

 هر هاي موجود در سلول فوق زمان اتمام از پس    
 درون شاهد و آزمایش مورد کشت هاي محیط از کدام

 به شده و ریخته لیتري میلی 5/1 هاي میکروتیوپ
 5  مدت به rpm 5000 سرعت در سانتریفوژ کمک

 هاي سپس هر کدام از سلول شدند. دقیقه جمع آوري
 مخلوط )X 5/2بافر( سمپل با مستقیماً شده آوري جمع

 5 مدت به درجه 100 دماي در دادن قرار از بعد و
 الکتروفورز SDS-PAGE آمید آکریل ژل در دقیقه،

 و پروتئین بیان از اطمینان از پس کرود) روش(.گردیدند
در  نوترکیب پروتئین بیان فوق، هاي روش با آن تأیید

انجام  ml250 حجم در مقیاس بالاي آزمایشگاهی
حاصل،  گردید. سپس به منظور تائید پروتئین نوترکیب

این  انجام استفاده گردید. جهت بلات از تکنیک وسترن
 (6His)هیستیدین آنتی کلونال پلی بادي ازآنتی واکنش

 HRPبا  کانژوگه شده Fcو آنتی بادي ثانویه ضد 
   . شد استفاده
  ي پژوهش هایافته

قبل  dtxAنماي توالی ژن موتانت  3 شماره تصویر     
چنان  یند بهینه سازي را نشان می دهد. آناو بعد از فر

این ژن از  G+C که مشاهده می شود میزان درصد
بعد از بهینه  33/53در حالت طبیعی) به مقدار ( 09/40

 60از  A+Tسازي افزایش یافته و در نتیجه میزان 
درصد در حالت  47درصد در حالت طبیعی به مقدار 

  بهیته سازي شده، کاهش یافته است.
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  مقایسه توالی قبل و بعد از بهینه سازي کدون ها .3شماره تصویر

 

شه ـــــه نقـــــقایســمجه ــــنتی 5 و 4 رــــ ـاویــتص
ـــآن ـــه زیمـــ ـــاي محـ ـــدود کنــ ـــنده قــ بل و ــ

شان ــــازي ژن فــوق را نـــــنه ســــــعد از بهیــــــب
  دــی دهــم

.   
  

  
  
  
  

  الگوي نقشه آنزیم هاي محدود کننده ژن قبل از بهینه سازي .4شماره  تصویر

  
  

  
  
  
  

  ژن بعد از بهینه سازي کننده محدود هاي آنزیم نقشه الگوي .5شماره  تصویر

  
 این که داد شانـــن  BLAST X از حاصل نتایج
   اــب دـــدرص 100 صورت به (بهینه سازي شده)توالی

 ولوژيــــهم عیـــپروتئین طبی والیـــت
  )1شماره  دولــ(ج.دارد
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  اسیدهاي آمینو تک تک اساس بر dtxAژن  سازي بهینه از بعد تغییرات .1شماره  جدول
CODON USAGE OF QUERY AND OPTIMIZED SEQUENCE 

Codon
s 

Quer
y 

Optimize
d 

Codon
s 

Quer
y 

Optimize
d 

Codon
s 

Quer
y 

Optimize
d 

Codon
s 

Quer
y 

Optimize
d 

GCA 
(A) 2 0 GCC 

(A) 2 0 GCG 
(A) 3 13 GCT 

(A) 6 0 

TGC 
(C) 0 1 TGT 

(C) 1 0 GAC 
(D) 3 13 GAT 

(D) 10 0 

GAA 
(E) 8 15 GAG 

(E) 7 0 TTC 
(F) 2 7 TTT 

(F) 5 0 

GGA 
(G) 8 0 GGC 

(G) 3 0 GGG 
(G) 3 0 GGT 

(G) 6 20 

CAC 
(H) 1 1 CAT 

(H) 0 0 ATA 
(I) 1 0 ATC 

(I) 1 6 

ATT 
(I) 4 0 AAA 

(K) 13 16 AAG 
(K) 3 0  TTA 

(L) 3 0 

TTG 
(L) 1 0 CTA 

(L) 1 0 CTC 
(L) 4 0 CTG 

(L) 1 12 

CTT 
(L) 2 0 ATG 

(M) 4 4 AAC 
(N) 4 11 AAT 

(N) 7 0 

CCA 
(P) 2 0 CCC 

(P) 1 0 CCG 
(P) 2 6 CCT 

(P) 1 0 

CAA 
(Q) 6 0 CAG 

(Q) 1 7 AGA 
(R) 0 0 AGG 

(R) 2 0 

CGA 
(R) 1 0 CGC 

(R) 0 0 CGG 
(R) 0 0 CGT 

(R) 4 7 

AGC 
(S) 3 0 AGT 

(S) 3 0 TCA 
(S) 0 0 TCC 

(S) 1 0 

TCG 
(S) 2 0 TCT 

(S) 8 17 ACA 
(T) 1 0 ACC 

(T) 2 9 

ACG 
(T) 3 0 ACT 

(T) 3 0 GTA 
(V) 4 0 GTC 

(V) 3 0 

GTG 
(V) 5 0 GTT 

(V) 4 16 TGG 
(W) 2 2 TAC 

(Y) 3 10 

TAT 
(Y) 7 0 TAA 

(.) 1 1 TGA 
(.) 0 0 TAG 

(.) 0 0 

  
تغییرات لازم در توالی  بهینه سازي و انجام از پس   

حاوي  و حصول نتایج بیوانفورماتیکی، وکتور dtxAژن 
تهیه  سازنده از شرکت pET28a/dtxAژن صناعی 

  گردید.



 غلامرضا اولاد-کاتالیتیک دیفتریاتوکسین... موتانت زیر واحد ژن بیوانفورماتیکی مطالعه و طراحی

 161

 توالی سازي ردیف هم از حاصل نتایج چنین هم
 این صناعی ژن از حاصل پروتئین و طبیعی پروتئین

  )6شماره  (تصویر.می نماید تایید نیز را گفته

  
  
  
  
 
  
  
  
  
  
  

 قبل و بعد از بهینه سازي dtxA مقایسه توالی آمینو اسیدي ژن. 6شماره  تصویر

  
 ـ ،اروزـژل آگنتایج حاصل از از      یه ـته ـیه مراحـل  ـکل

 ـد ـ، فراینعدـمستسلول   ــه ـ ی آنختـتراری  یلهـوس ـه ا ب
در بت و ـاي مثـــون هـــگري کلـــغربالــ ،ازه ژنــیـســ
 ـ، حاصلید ـپلاسملیص ـتایج تخـایت نـنه یله ـوس ـه ب

ـــواک ـــن ـــضم آنـش ه ـــزی ـــورد تـمی م ـــای رار ـید ق
 یـازه ژنـسحت ـا  صـی هـررسـج این بـنتای .تـرفـگ
ر ـاویـصـود.(تـمـد نـیـایـول را تـلـته در سـقال یافـانت

7،8(  
  
  
  
  
  
  
  
  

  درصد 1استخراج شده بر روي ژل آگاروز  pET28a/dtxA پلاسمیدبررسی  .7شماره  ویرتص
  )plus  100 bp DNA ladderنشانگر اندازه مولکولی ( -1ردیف
  کلون مختلف   4پلاسمید تخلیص شده از  -1،2،3،4 ردیف

  
  
  

  
  
  
  
  
  

  ها به روش هضم آنزیمی  آنالیز کلون .8شماره  تصویر
 برش خورده dtxAپلاسمید و قطعه ژنی  - 1،2ردیف 
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  )plus  100 bp DNA ladderنشانگر اندازه مولکولی( -4ردیف 
  

 هـطالعـه ژن مورد مـاولی یانـبج ـنتای     
pET28a/dtxA وايـمحت کل یـبررس اده ازـبا استف 

 رـبده ـشآوري  معـجیانی ـاي بـه ولـلـی سـپروتئین
 در. تـرفـگ قرار یدـتای وردـم SDS-PAGE ژل روي

 انـیـب اـب ینـروتئـده، پـش اءـالق ايـه هـونـمـن
 ینـچنه ـالی کـدر ح دـردیـگ دهـشاهـم الاـب یارـبس

 وجود نشده القاء هاي نمونه در نیـپروتئی
  )9ر شماره (تصوی.نداشت

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 SDS-PAGEبر روي ژل  DTxA بررسی پروتئینی بیانی .9شماره  تصویر
 SMO431مارکر  - Mردیف 
  )IPTGهاي القاء نشده با  کنترل منفی(کلون -1ردیف

  حاوي قطعه بیانی IPTGهاي القاء شده با  کلون - 2،3ردیف 
  

بـلات بـا اسـتفاده از    وسترن  نتایج حاصل از تکنیک    
 DTxAنوترکیـب   پروتئین ،Anti His Tagآنتی بادي 

 را مـورد تاییـد قـرار داد.    pET28aبیان شده در وکتور 

نشان می دهد کـه ایـن آنتـی بـادي      10شماره  تصویر
ــان     ــل از بی ــب حاص ــروتئین نوترکی ــت پ ــته اس توانس

  را به خوبی شناسایی نماید.  dtxAژن
 
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  از طریق ایمونو بلاتینگ  DTxAتائید پروتئین .10شماره  تصویر
    DTxAنمونه تست پروتئین بیانی  -1ردیف 
  100-75-50-30-15 مارکر پروتئین: - Mردیف 

 و نتیجه گیري بحث
 نشان همکاران و میلادي روکس 1888 سال در      
 استریل باکتریوم کورینه هعصار تزریق از پس که دادند

 این در بیشتري آسیب آزمایشگاهی، حیوانات به شده
 ترتیب این به. شد ایجاد) انسان با در مقایسه(حیوانات
 یک زایی،  بیماري اصلی عامل که شد مشخص
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 می هم آن، از استفاده با که باشد  می قوي اگزوتوکسین
 هاي  عفونت درمان براي مؤثر توکسین  آنتی یک توان 

 بسیار توکسوئید واکسن یک هم و آورد دسته ب حاد
 تیـآن تـتوانس 1890 هرینگـب ).3،(ودـنم دـتولی مؤثر

 که نديـه چهـخوک ونـخ از را ريـدیفت ینـتوکس
 محیط از حاصل رفعالـغی و دهـش صاف مایع او به قبلاً

 سال در. آورد دسته ب بود، شده تزریق دیفتري کشت
 اسمیت وسیله به دیفتري علیه فعال سازي  ایمن 1907
 کردن اضافه با رامون 1920 سال در و شد شروع

 توکسوئیدي دادن، رارتـدیفتري و ح سم به فرمالدئید
 استفاده وردـم ونـیناسیـواکس جهت بعداً که نمود تولید
 )4.(گرفت قرار
 همکاران و سانداران توسط 2001 سال در     

 ها آن شد، انجام دیفتري توکسین تولید مطالعاتی براي
 توسط گاو ماهیچه شده هضم پاپائین آبگوشت از

 تولید براي) کربن منبع عنوان به(مالتوز با همراه پاپائین
 طراحی یک با(فرمانتور یک در توکسین حداکثري

 که(براث در موجود اضافی آهن. نمودند استفاده) ساده
 با توان  می را) شود  می توکسین شدن آزاد از مانع

 )8،9،26،28(.نمود حذف Baker مخمر از استفاده
 مقدم تقوي توسط 2008 سال در که اي  مطالعه در    

 براي اهواز شاپور جندي دانشگاه در )،22،(همکاران و
 تولید ها آن گرفت، انجام دیفتري توکسین تولید

 قدیمی هاي  روش با را فرمانتور در دیفتري توکسوئید
 فرمانتور یک از استفاده با. نمودند مقایسه ساکن تولید
 300 توانستند انکوباسیون ساعت 48 از بعد لیتري، 350
  )22،29،30.(نمایند تولید Lf/300-250 با توکسین تیتر

 می را ور  غوطه کشت روش در آمده دسته ب توکسین
 تبدیل توکسوئید به و کرده تیمار فرمالدئید توسط توان 

اگر چه هنوز هم استفاده از روش اخیر در تولید  نمود
ما و بسیاري از کشورهاي انبوه این واکسن در کشور 

حال توسعه ادمه دارد ولی ظهور  توسعه نیافته و یا در
تکنیک هاي پیشرفته بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک 
در جهان اقبال دانشمندان را در بهره وري از این 

چندان نموده است. چرا که ویژگی هاي برتر  وري دوافن
) و و غیر قابل مقایسه واکسن هاي نسل دوم(نوترکیب

چنان بدیهی و چشمگیر است  سوم و حتی چهارم آن
که در آینده بسیار نزدیک به انقراض تولید واکسن هاي 

که این شروع براي  چنان نسل اولی خواهد انجامید. هم
برخی از واکسن هاي نسل اول اتفاق افتاده است و 
برخی از واکسن هاي نوترکیب داراي مجوز رسمی، در 

از کشورهاي توسعه یافته  کشور آمریکا یا برخی
  جایگزین شده اند.

و همکاران از فرانسه در  مئنز انمطالعات متعدد آقای    
و همکاران از آمریکا در سال  Figueiredo، 1997سال 
2000 ،Rogerio 2001 همکاران از ایتالیا در سال و ،
Mills و 2001سال  همکاران از ایتالیا در و 

Ladokhin  2010و همکاران از آمریکا در سال 
پیرامون طراحی، ساخت و بررسی ویژگی هاي برتر 

عنوان کاندید واکسن ه پروتئین هاي نوترکیب مختلف ب
وري نانوبیوتکنولوژي اعلیه دیفتري، و حتی استفاده از فن

  در تولید واکسن خوراکی و یا استنشاقی آن با کارایی 
تنها بخش کوچکی از بالاتر از واکسن هاي نسل اول، 
براي واکسن دیفتري مطالعات در حال انجام در جهان 

این به این معنی است . )15،24،25،26،31،32،33،(است
که ضرورت دارد که محققین کشور ما نیز در این سمت 

این مطالعه بر  آغاز نمایند. بدین منظور مطالعاتی را
اساس آخرین یافته هاي دیگر محققین با این استراتژي 
طراحی گردید که پروتئین نوترکیب حاصل می تواند 

 -1تري از کل پروتئین باشد که بتواند  بخش کوچک
راحتی و کامل نسبت به توکسین ه سیستم ایمنی را ب

  منی کامل علیه آن ــطبیعی تحریک و ایجاد پاسخ ای
می تواند بخش کاتالیتیک  این بخش ترجیحاً -2نماید. 

توکسین انتخاب گردد تا بتواند اثر خود را در ایجاد 
پاسخ ایمنی همانند توکسین یا توکسوئید دیفتري کامل 

به جهت بالا رفتن ضریب ایمنی و کاهش  -3نماید. 
سمیت پروتئین، با ایجاد تغییر بسیار ناچیز در توالی ژن 

در جایگاه فعال این زیر واحد،  آن مانند جهش نقطه اي
می توان خاصیت توکسوسیتی آن را کاهش و یا مهار 

نجیره نوترکیب دست ورزي با کوچک شدن ز -4نمود. 
راحتی و قابل کنترل خواهد بود. و دیگر ه با ژن آن ب

ویژگی هاي آن که بر محققین در این زمینه پوشیده 
یر واحد همین اساس در این مطالعه از ژن ز بر  نیست.

استفاده گردید و بعد از طراحی ژن  dtxAجهش یافته 
و جهش هاي مربوطه و بررسی هاي بیوانفورماتیکی 
آن، با استفاده از ژن صناعی در وکتور بیانی، و انتقال 
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آن به باکتري بیانی مناسب، بیان و تولید پروتئین 
نوترکیب آن صورت پذیرفت و تست هاي تائیدکننده 

ت که در ـی اسـهـز انجام گردید. بدیاین پروتئین نی
عه ـطالـه مــت کـه لازم اسـطالعـن مـه ایــادام

ان، ـاي بیـازي روش هــه سـنـیـون بهـرامـپی
فاده از روش ـنین استـچ مـلیص و هـتخراج و تخـاس

ین در استحصال بهتر این ـندسی پروتئـهاي مه
ی ـچنین در مرحله بعد بررس پروتئین انجام پذیرد. هم

ایمنی زایی این پروتئین نوترکیب موتانت، در مدل هاي 
حیوانات آزمایشگاهی در مقایسه با واکسن هاي موجود، 

ختانه ادامه این ـمورد ارزیابی قرار گیرد که خوشب
  م حاضر در حال انجام است. ـط تیـمطالعه توس
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Abstract 

Introduction: Diphtheria, caused by a toxic-
ogenic strain of Corynebacterium diphther-
ia, is a fatal disease that was characterized 
by Hippocrates in 5 BC. Exotoxin (dTX) is 
the causative agent of this lethal disease. 
Diphtheria toxin consists of two chains, 
catalytic (A) and binding (B) chains. The 
toxin binds to its receptor through binding 
chain (B) and enters into many host cells 
such as myocardial, kidney and peripheral 
nerve cells. After entering, the catalytic 
chain (A) inhibits protein synthesis and lead 
to the death of target cell. Currently, a 
toxoid form of diphtheria toxin is used as 
vaccine. The aim of this study was to des-
ign and provide a mutated catalytic subunit 
of diphtheria toxin. After studying the mu-
tant protein through bioinformatics meth-
ods, we sought to express its gene in the 
vector, pET28a, and produce this toxoid    
as a candidate recombinant vaccine against 
diphtheria.    

Materials & Methods: After determining 
and optimizing of the sequence of dtx gene 
containing two mutations (A158G, G52E), 
and performing its bioinformatics study, th-

is synthetic gene was introduced in an ex-
pression vector and appropriate molecular 
analysis was carried out. The pET28a/dtxA 
construct was transformed in Bl21DE3 
E.coli. Then, recombinant protein expre-
ssion and production as a vaccine candidate 
was evaluated by western blotting techn-
ique. 
 

Findings: The bioinformatics results obtain-
ed through optimizing the codons of the 
gene under study lead to synthesis of the 
gen in the expression vector.  The molec-
ular analysis of this gene by restriction dig-
estion and electrophoresis confirmed its 
accuracy. The protein product of the gen 
was confirmed by western blotting after 
expression and production. 
 

Discussion & Conclusion: Given to the 
advantages of DtxA recombinant protein 
compared to diphtheria toxoid, it is conc-
eived that this recombinant protein, as a 
vaccine candidate, the conventional diphth-
eria vaccine could be replaced with the rec-
ombinant vaccine.  This issue should be co-
rroborated by further researches. 
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