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Abstract  

Objective 

The aim of this study was to amplify and cloning complete, as well as the 

primary part of the α-toxin gene from Clostridium perfringens with the size of 

1100 and 750 bps, in E. coli using the expression vector pET28a. 
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Materials and Methods 

Genomic DNA was extracted using Kiagen kit. Forward and reverse primers 

were designed in the lab, as the HindIII and XhoI enzymes rows were added in 

the initial regions of the oligonucleotides according to the cloning region of the 

pET28a plasmid. The genes of interests were amplified by PCR and cloned in 

the pET28a vector using the heat-shock method. Extraction of plasmid DNA 

was done using alkaline lysis method. 

 

Results 

The results showed the PCR products, clear and unique bands for the complete, 

as well as the initial portion of the desired genetic components in accordance 

with the expected sizes. In addition, by using single and double enzyme 

digestion experiments with HindIII and XhoI enzymes, cloning of alpha toxin 

genes in host bacteria and production of recombinant bacteria was confirmed. 

 

Conclusions 

Due to the successful cloning of alpha toxin genes in expression host bacteria 

done by this work, it can be said that primers designed in this study are highly 

specific for the α-toxin gene amplification. These primers can be also used as 

markers for the identification and classification of Clostridium perfringens 

bacteria. Also, by development construction of genetically engineered 

recombinant vaccines, it is possible to control and cope with important 

pathogens such as Clostridium perfringens bacteria. 
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  چکیده

-α( توکسـین ژن کشـنده آلفـا  شکل کامل و همچنین بخش ابتـدایی  سازي هدف از انجام این پژوهش، تکثیر و همسانه :اهداف

Toxin با استفاده از ناقـل بیـانی  جفت باز  750و  1100به ترتیب  هايبا اندازه) باکتري کلستریدیوم پرفرِینجنس pET28a  در

  بود. E.coliباکتري 

 در آزمایشـگاه گشت رآغازگرهاي جلوبرنده و ب .ژنومی با استفاده از کیت کیاژن صورت گرفت  DNAاستخراج :هاروش مواد و

کلونینگ پلاسمید مورد نظر مطابق با ناحیه  XhoIو  HindIIIهاي برشگر هاي آنزیمردیفآغازگرها طراحی و در ناحیه ابتدایی 

. ندکلون شدبا کمک روش شوك حرارتی  pET28aتکثیر و در ناقل معمولی  PCR روشبا  مورد نظر یژنقطعات ردید. اضافه گ
  پلاسمیدي با استفاده از روش لیز قلیایی صورت گرفت.  DNAاستخراج 

نی مورد نظر را ، تکثیر واضح و واحد شکل کامل و همچنین بخش ابتدایی قطعات ژPCRالکتروفورز محصولات نتایج ژل : نتایج

 برشـگر  توسط آنـزیم هـاي  منفرد و دوگانه هضم آنزیمی  آزمایشبا استفاده از مطابق با اندازه هاي مورد انتظار نشان داد. بعلاوه 
HindIII  وXhoI تأیید شد. و تولید باکتریهاي نوترکیب در باکتري میزبان  توکسینآلفا هايهمسانه سازي ژن  

گفت کـه   توانمی ،میزبانبیانی  هايتوکسین در باکتريآلفا هايکلونینگ ژندقیق وفقیت آمیز بودن با توجه به م : گیرينتیجه

به عنوان مارکر شناسایی و طبقه بندي  بوده و اختصاصیتوکسین بسیار آلفابراي تکثیر ژن در این تحقیق پرایمرهاي طراحی شده 
کنترل و  توانمی شدهنوترکیب ژنتیکی مهندسی هايواکسناحتمالی ا ساخت بن همچنیاستفاده واقع شوند.  توانندمی هااین باکتري

  ساخت. پذیرامکان هاي مهمی همچون باکتري کلستریدیوم پرفرینجنس رامقابله با پاتوژن

   سازيآلفاتوکسین، کلستریدیوم پرفرینجنس، همسانهکلمات کلیدي: 

  

  مقدمه

، گرم مثبـت، نـاهمگن،    ايمیله هاياین باکتر .انددر محیط توزیع شده ياباکتري کلستریدیوم به طور گسترده هايگونه
گونـه   20حـدود   هـا این باکتريگونه  1500بیش از از میان . )Ahsani et al. 2011( هستنداسپورزا  و کنندهغیرهوازي، تخمیر

 .et al. 2003; Frank 2004; Evy et al.  2016; Navarro et al باشـند میزا بیماريداراي زیستگاه روده انسان بوده و 

2018) Claudiaبه پنج گروه کلستریدیوم پرفرینجنس، کلسـتریدیوم سـپتیکوم، کلسـتریدیوم نـواي تیـپ       ها). کلستریدیومA ،
بـا پدیـده   همچنـین   هـا . ایـن بـاکتري  )Ahsani et al. 2010( تقسیم می شـوند کلستریدیوم همولیتیکوم، کلستریدیوم سردلی 

به عنوان عامل مهم قانقاریاي گازي مرگ  میکروارگانیزمیا گازگانگرن مرتبط هستند. در جریان جنگ جهانی اول این میکرونکروز 

توکسـین مختلـف را    نـوع   15تعداد  اکتري کلستریدیوم پرفرینجنسب). Shimizu et al. 2002( شد را سبب صدها هزار سرباز
 زايیک عامل بیماري Dو  Aنوع  هايتیپتوسط  شده تولید  C ا فسفولیپازیتوکسین آلفا )Yuan et al. 2012( تولید می کند
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مرگ  باعث همولیز، که استاز جمله ویژگی همولیزي و نکروزیس  اسفنگولیومینازي و بیولوژیکی فسفولیپازي، هايمهم با فعالیت

و  کـولین فسـفاتیدیل مـواد   توانـد میم این س .)Zandi et al. 2014; Shahdadnejad et al. 2016( شودمیسلولها و نکروز 
 را باعث شودقانقاریاي گازي  وشده مرگ سلول آلوده  ،کامل غشاي سلولی گسیختگیهماز با  و اسفنگومیلین را هیدرولیز نموده 

)Siu-Tong et al. 2012; Oda et al. 2015; Oda et al. 2012; Oda et al. 2008; Radhika et al. 2016; 

Mohammadabadi 2017(.  
از  هاییبا استفاده از پروتئین سمی آلفا ایجاد بیماري Clostridium perfringens باکتري کلستریدیوم پرفرِینجنس             

 هـاي با علائم درد، تب و ورم را سبب شده و از این راه خسارات مهمی به بخش Gas gangreneجمله بیماري مهم فساد گازي 
. تزریق سم آلفا توکسین به حیوانـاتی  )Mohammadabadi 2017( یاد گوسفندان را به همراه داشته استدامی از جمله تلفات ز

 ;Sakurai et al. 2004) شـود همچون خرگوش و گوسفند باعث ظهور علائم بیماري و آشکار شدن آثار تخریـب بـافتی مـی   

Naqpal et al. 2015). توکسین باکتري کلستریدیوم -از پروتئین آلفا هاییاز طرفی واکسیناسیون حیواناتی مثل موش با بخش
کلستریدیوم پرفرِینجنس مقاوم نموده،  زايو حیوان را در مقابل آلوده شدن با باکتري بیماري شدهپرفرِینجنس منجر به ایجاد ایمنی

  . (Wiliamson et al. 1993)تسمشاهده نشده ا هادر موش Gas gangreneبطوریکه علائم بیماري 

مشـخص  نوترکیب در چالش با باکتري کلستریدیوم پرفرینجنس  توکسینگوشتی با سم آلفا هايجوجه سازيمطالعه ایمندر       
در اثر بیماري آنتریت نکروتیک خسارت دیدنـد .ایـن   درصد  35,1نوترکیب به میزان  توکسینآلفاکه پرندگان واکسینه شده با  شد

 IgGتخمین زده شد. میزان غلظت آنتی بادي درصد  37,2ان غیر واکسینه به طور میانگین درحالی بود که میزان خسارت در پرندگ

پنج برابر بیشتر مشاهده شد. این نتایج نشان داد آلفاتوکسین عـلاوه  نیز در پرندگان واکسینه شده نسبت به پرندگان غیر واکسینه 
بیان  ،تکثیردر یک بررسی  .)Sakurai et al. 2009ده قرار گیرد (به عنوان ایمنوژن نیز مورد استفا تواندمی زایی برنقش بیماري

. ایـن قطعـه ژن بـا اسـتفاده از     گرفـت ژن ترکیبی آلفا و بتا از باکتري کلستریدیوم پرفرینجنس مـورد بررسـی قـرار    زایی و ایمنی
 221BVPدگذاري شد. دو ژن داخل وکتور کلون شد. قطعه کلون شده ژن با بیان پایدار اتصال ژن ترکیبی آلفا و بتا ک zcpabpپلاسمید

مشخص شد. نتیجه بررسی نشان داد  سازيبیان شدند. بیان پروتئین ترکیبی آلفا و بتا توسط تست الیزا، وسترن بلات و روش خنثی
روش جایگزین  استپیشنهاد شده  .کند ایجاد در مقابل حمله سم آلفا و بتا مقاومت تواندبتا تولید شده می که پروتئین ترکیبی آلفا و

توکسین به عنوان واکسن، شکل طبیعی سم و یا مهندسی شده اشکال گونـاگون از سـم فـوق بـا     -αبراي استفاده از دومین هاي 

  ).Schoepe et al. 2006; Jia-ning et al. 2006( باشدتواند کاهش قدرت سمیت می
دو نوع هستند. در نوع اول که جهت تهیه واکسنهاي زنده  ندشونوترکیب که به روش مهندسی ژنتیک تهیه می هايواکسن       

د جهش در بخشـی از یـک یـا چنـد ژن مسـئول      دن یک عامل عفونی با حذف یا ایجا، براي غیرحاد کررودضعیف شده بکار می
مز کننـده  هست که یک یا چند ژن ر اي. روش دیگر به گونهگیردصورت میمهندسی ژنتیک  هايمیکروب، به روش زاییبیماري

خطر یا ضعیف شده دیگري پیوند زا را جدا کرده و به یک ویروس یا باکتري بیاز مخزن ژنی میکروب بیماري زاپروتئین هاي ایمنی
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شده متداول دارند. این نوع واکسنها فقط هاي ضعیفهاي نوترکیب زنده مزایاي بسیاري نسبت به واکسنمی زنند. این نوع واکسن

شده میکروب وجود ندارد. ایی یا وحشیززا را تولید نموده و امکان بازگشت قدرت بیمارياز میکروبهاي بیماري پروتئینهاي خاصی
با  .روش تاکنون تهیه نشده و اغلب این واکسن ها در مراحل تحقیق و آزمایشات تکمیلی می باشند البته هیچ واکسن انسانی با این

 .Karami 2001; Neeson et alوش تهیه شده و مورد اسـتفاده قـرار مـی گیرنـد (    هاي متعدد دامی از این راین حال واکسن

2007 Stevens et al. 2004;.(  
. مهمترین ویژگی آنهـا اسـتفاده از   هستند هاي نسل اول از مزایاي بسیاري برخور دارهاي نوترکیب نسبت به واکسنواکسن      

هاي نوترکیب به دلیـل اینکـه از یـک پـروتئین     کل پیکره میکروب است. واکسنزا در تهیه واکسن بجاي استفاده از پادگن ایمنی
. پروتئین نوترکیب استخراج هستندهاي کشته و ضعیف شده شوند، فاقد مشکلات واکسنزا میکروب در تهیه آن استفاده میایمنی

هاي سلولی انسانی و ویروس زنده کشتهاي شده فاقد آلودگی ویروسی و عوامل ناشناخته دیگر هست که در هنگام تهیه واکسن
هـاي پیکـره میکروبـی    تواند وجود داشته باشد. در این موارد تحریک غیر ضروري سیستم ایمنی توسط سـایر پـروتئین  حیوانی می
  ).Evy et al. 2016خطر و ایمن هستند (ها بسیار بیگیرد ودر نتیجه واکسنصورت نمی

زاي میکروب عامل بیماري به یک حامـل ژنتیکـی موسـوم بـه     ن رمز کننده پروتئین ایمنیهاي نوترکیب با الحاق ژواکسن      

پلاسمید وسپس انتقال پلاسمید نوترکیب به یک باکتري، مخمر و یا سلول مناسب حیوانی و یا گیاهی تهیه می گردند. براي تولید 
) حاوي محیط کشـت مخصـوص   بیوراکتورخمیري (هاي بزرگ تانبوه واکسن نوترکیب، سلول حاوي پلاسمید نوترکیب در مخزن

هـاي شـیمیایی یـا    زا در داخل سلول باکتري، مخمر و یا سلول بـه روش شوند. در این مرحله ژن مربوط به پادگن ایمنیتکثیر می

ها یا محیط ین سلولها، پروتئین نوترکیب از بشود. با جمع آوري سلولفیزیکی القاء شده و پروتئین مربوطه به مقادیر انبوه تولید می
  .)Karami 2001گیرد (پس از طی مراحلی به عنوان واکسن نوترکیب مورد استفاده قرار می وکشت، استخراج و تصفیه 

PCR بسیار که شده داده نشان و است سنتی هايتکنیک با مقایسه در عفونی هايبیماري تشخیص در هاتکنولوژي ترینمدرن از 
 هـاي عفونـت  مستقیم و تر سریع تشخیص PCR. هستند مشاهده قابل نتایج ساعت چند طی در و است راعتمادت قابل و ترسریع

 بـه  ژن ژنتیـک،  علم پیشرفت با همچنین). Ahsani et al. 2010( آوردمی فراهم کلینیکی هاينمونه از مستقیما را باکتریایی

 براي تمایل ترتیب این به .شد شناخته زنده موجود هاي ژگیوی کنترل آن دنبال به و سلول عملکرد ریزي برنامه در اصلی عامل

 در نیاز مورد تجهیرات اخیر، دهه چند در که حدي تا یافت؛ افزایش زیستی هاي پدیده توجیه منظور به هان ژ بیشتر هرچه شناخت

 زیسـتی  هاي آزمایشگاه رایج تمطالعا جزو مولکولی تحقیقات امروزه و است یافته افزایش ايه گسترد طور به مولکولی تحقیقات

 هـاي بانـک  در ها توالی کردن خط به در بیوانفورماتیک، علم وسیله به زیستی هاي داده تحلیل از آمده دست به اطلاعات .است

 میان فیلوژنتیک ارتباط یافتن و نها ژ محصولات عملکرد و ساختار گویی پیش ژنی، هاي تفاوت و ها شباهت یافتن براي اطلاعاتی

از انجـام  هـدف   لـذا،  .)Hadizadeh et al. 2013; Hadizadeh et al. 2014( کند می کمک پروتئینی هايي توال و نها ژ
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و  ) باکتري کلستریدیوم پرفـرِینجنس α-Toxinژن کشنده آلفاتوکسین (و همچنین بخش ابتدایی کامل  شکلتکثیر  ،این تحقیق

   . بود  E. coli  میزبان در قطعات ژنی فوق سازيهمسانه

  

  مواد و روش ها

ژنومی با  DNAاستخراج : )PCRتکثیر قطعات ژنی ( و الیگونوکلئوتیدها طراحی ،باکتري DNAاستخراج 

 یک درصـد استخراج شده با استفاده از ژل آگارز  DNAکیفیت شد.  انجام بر اساس دستور العمل استاندارداستفاده از کیت کیاژن 

و بخـش   جفـت بـاز   1110بـه انـدازه   ) α-Toxinبراي تکثیر شکل کامل ژن آلفاتوکسین ( لازمي الیگونوکلئوتیدها. گردیدتعیین 
 در آزمایشـگاه با اسـتفاده از ردیـف ژن آلفاتوکسـین    و برگشت  جلوبرنده به صورتجفت باز  750ابتدایی ژن فوق به اندازه حدود 

اضـافه  پرایمرهـا    '5در ابتداي بخش XhoIو  HindIIIآنزیمهاي برشگر ردیفهاي  . خریداري شدنداز شرکت سیناژن طراحی و 
 50در حجـم نهـایی    PCRواکـنش   .)1(جـدول  درسـتی انجـام شـود   اتصال قطعات ژنی در داخل پلاسمید مورد نظر به شدند تا

میلـی   10( dNTPsمیلی مـولار)، یـک میکرولیتـر از     MgCl2 )50میکرولیتر  10X ،1,5میکرولیتر از بافر  5حاوي  میکرولیتر
میکرولیتـر از   Taq DNA polymerase ،2میکرومـولار)، یـک میکرولیتـر از آنـزیم      100مولار)،  یک میکرولیتر ازهر پرایمر (

DNA  میکرولیتر آب انجام شد. برنامه  37,5نانو گرم و  50الگو به میزانPCR  دقیقه جهت دناتوراسیون اولیه و سپس  5شامل

 72دقیقه  5درجه سانتیگراد و نهایتاً  72درجه سانتیگراد، یک دقیقه  57گراد، یک دقیقه درجه سانتی 95سیکل شامل یک دقیقه  33
   انجام شد.کره جنوبی  Bioneerشرکت درجه سانتیگراد با استفاده از دستگاه ترموسایکلر 

محـیط  ابتدا یک کلونی از سـلولهاي بـاکتري   : )Competent Cell Preparation( تهیه سلول هاي شایسته

دور در دقیقه به  200درجه با  37در دماي  Luria Bertani brothلیتر محیط کشت میلی 5برداشته در جامد بر روي پلت کشت 
میلی لیتر محیط کشـت   7میلی لیتر با   50لیتر از محیط کشت مایع باکتري در یک لوله میلی 3ساعت کشت داده شد.  24مدت 

LB broth  ساعت نگهداري شدند. میزان جذب تـراکم باکتریهـا بـا دسـتگاه      5دقیقه به مدت دور در  200درجه با  37در دماي
 rpmدقیقه با سرعت  5مشخص شد. در ادامه کشت باکتریایی به مدت  0,4نانو متر در اندازه  550اسپکتروفتومتري با طول موج 

لیتر از کلرید کلسیم سرد میلی 10ه شد. سپس آوري و مایع بالایی دور ریختدرجه سانتریفیوژ و توده سلولی جمع 4در دماي  3500
دقیقه در داخل یخ قرار گرفت.  30مخلوط و به مدت  "مولار روي رسوب سلولهاي باکتري اضافه و با میکروپیپت آهسته کاملا 0,1

ه شد. در مرحله آخر گراد سانتریفیوژ و مایع بالایی دور ریختدرجه سانتی 4با دماي  rpm 3500دقیقه با سرعت  5ها به مدت نمونه
میکرولیتر در هر لوله  100گلیسرول مخلوط و به میزان  درصد 15مولار و  0,1کلرید کلسیم درصد 85توده سلولی با محلول حاوي 

درجه سانتیگراد نگهداري شدند. کیفیت سلولهاي مستعد با کاشت در محیط کشت جامد و  80لیتر منتقل و در دماي منفی نیم میلی
  د آنها مشخص گردید.مشاهده رش
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. آلفاتوکسین کامل و بخش ابتدایی ژنی براي تکثیر قطعات جلوبرنده و برگشت پرایمرهاي  .1 جدول

  می باشند. XhoIو  HindIIIبرشگر مکانهاي خط ممتد به ترتیب ردیفهاي برش آنزیمهاي 

Table 1. Forwards and reverse primers for full and N fragment of alpha-toxin genes. 

Underlines are HindIII and XhoI restriction sites. 

 نام ژن

Gene name 

 پرایمرها

primers 

طول قطعه تکثیر 

 شده

Amlicon size bps 

  آلفاتوکسین

Alpha -Toxin  

(PFα5'-

AAGCTTGGCATGAAAAGAAAGATTTGT-3') 

(PRα5'-

GAGCTCCGCCCTCAACTGCTAATTC-3') 

1110   

 بخش ابتدایی ژن

  آلفاتوکسین

N domain of alpha-

toxin 

(PFN5′-AAGCTTATGGGCCAGTGCAAGTGT-

3′) 

(PRN5′-

GAGCTCCGTTACTTTGCTGCATAATC-3′) 

750  

  

رایـج در  استخراج پلاسـمید بـا اسـتفاده از روش تخریـب بـازي      : E.colipET28aستخراج پلاسمید از باکتري ا

سـاعت   24باکتري لیتر میلی 3 میزان از  دقیقه 3به مدت  rpm 10000 سرعتبا یایی هاي باکترسلولآزمایشگاه صورت گرفت. 
 به مدت یک دقیقه  ولیتر آب استریل انجام شستشوي سلول ها با یک میلی جمع آوري شدند.به وسیله سانتریفیوژ  هکشت داده شد

میکرولیتر محلـول لیـز کننـده     200  یلهبه وسمایع بالایی دور ریخته و سلولها  سانتریفیوژ انجام گردید.  rpm 1000 با سرعت 
با میکروپیپت ) 8برابر با  pHو  مولارمیلی 10 با غلظت EDTAمولار و میلی 25مولار، تریس میلی 50(گلوگز   GTEیک شماره 

 200( 2ه شمار تازه تهیه شده میکرولیتر محلول 400 هابه نمونه .نگهداري شدندقیقه د 6در دماي اتاق به مدت و مخلوط  "کاملا

مخلـوط کـردن    اضافه شد. میکرولیتر آب) 2600 ودرصد  SDS 10میکرولیتر از محلول  NaoH 2N ،200 میکرولیتر از محلول
میکرولیتر محلول  400در مرحله بعد  .ادامه یافتدقیقه  5ها در یخ به مدت و نگهداري نمونهبه هم زدن ووارونه کردن با  هانمونه

-سپس نمونه د.نگهداري شدندوباره دقیقه  5ها در یخ به مدت مخلوط کردن نمونهبا و اضافه مولار)  3ت (سدیم استا 3سرد شماره 

- ادامه به نمونهدر  .آوري شدندجمع محلول شفاف بالایی در لوله جدیدو  سانتریفیوژ rpm 10000با سرعت  دقیقه  10به مدت  ها

 rpmبـا سـرعت   دقیقـه   6به مـدت  مخلوط و عمل سانتریفیوژ  "ها کاملالوله اضافه، با وارونه نمودن میکرولیتر کلروفرم 400 ها
 و مخلوط کردن اضافه نمودنسپس با  .منتقل شدنددر لوله جدید روپیپت با دقت کها با مینمونهبالایی  انجام شد. بخش 10000
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 دور ریخـتن الکـل  بـا   نجـام شـد.   ا rpm12000 بـا سـرعت   دقیقـه   15سانتریفیوژ بـه مـدت    عمل میکرولیتر ایزوپروپانول 800

سانتریفیوژ بـه   ها اضافه شد. بابه نمونه  سرد 70%لیتر الکل اتانول یک میلی هاعمل آبگیري و حذف دیگر ناخالصی، انولایزوپروپ
 دقیقـه  10پلت سفید پلاسمید در دماي اتاق براي خشک شدن به مدت  ،الکل حذف و rpm10000 و با سرعت مدت یک دقیقه 

درجه  20پلاسمیدها حل شده و در دماي منفی دو بار تقطیر شده  میکرولیتر آب استریل 50اضافه نمودن اري شد. در نهایت با نگهد

  نگهداري شدند. کیفیت پلاسمید هاي استخراجی با استفاده از ژل الکتروفورز تعیین شد.گراد سانتی

: XhoIو  HindIIIه از آنزیم هاي با استفاد PCRو محصول  pET28aپلاسمید  دوگانه برش آنزیمی

 HindIIIمیکرولیتر آنزیم  یک، مشترك میکرولیتر بافر 2میکرولیتر پلاسمید،  5شامل ها براي برش پلاسمید هضم آنزیمی مخلوط

مخلوط هضم آنزیمـی بـراي    همچنینتنظیم شد.  میکرولیتر 20 نهایی حجمبا آب  میکرولیتر 11 وXhoI  میکرولیتر آنزیم یکو 
یک میکرولیتر آنزیم  ،HindIIIمیکرولیتر بافر، یک میکرولیتر آنزیم  PCR ،2میکرولیتر محصول  9،  شامل PCRش محصول بر

XhoI  درجه براي برش آنزیمی  37ساعت در دماي  3به مدت  نمونه ها میکرولیتر تنظیم شد. 20میکرولیتر آب با حجم نهایی  7و
 20منفی ول برش در دماي محص ند.قرار داده شد گري برشها براي غیر فعال کردن آنزیمسانتیگراد درجه  65دقیقه در دماي  5و 

   تعیین شد. یک درصدبا استفاده از ژل الکتروفورز  قطعاتکمیت و کیفیت برش  نگهداري و درجه سانتیگراد

:  T4 DNA Ligaseبا اسـتفاده از آنـزیم   داده شدهبرش  pET28aو پلاسمید  PCRاتصال محصول 

 T4 DNA Ligase ،2از  واحـد)  5( میکرولیتـر  یـک شـامل   خورده و تخلیص شده در یـک محلـول   هاي برش DNAتصال ا

 ـ  و  pET28a میکرولیتر از پلاسـمید   PCR ،3میکرولیتر محصول  8میکرولیتر از بافر لیگاز،  و رسـاندن   یاسـتفاده از آب تزریق
دقیقـه در   10و سـانتیگراد  درجه  16ساعت در دماي  8حاصل به مدت  میکرولیترانجام شد. در پایان مخلوط 20مخلوط به حجم 

  قرار داده شد.سانتیگراد به منظور غیرفعال کردن آنزیم لیگاز درجه  65دماي 

لولـه   هـاي نوترکیـب بـه   از محلول پلاسمید میکرولیتر10: هاي نوترکیبسلول گريغربال ترانسفورماسیون و 

درجه  42ها در دماي در ادامه نمونه .ندداده شدقرار در یخ دقیقه  30مدت و به شایسته اضافه  میکرولیتر سلول میزبان 100 حاوي

دقیقه در محیط یخ انتقال داده شدند.  5دقیقه براي ایجاد شوك حرارتی منتقل و بلافاصله دوباره به مدت  2سانتی گراد به مدت 

 2به مـدت   LBمیکرولیتر محیط کشت مایع  900نمودن  هپس از اضاف لیتر ریخته شد ومیلی 1,5ها به لوله سپس محتویات لوله
بـه   rpm  1000ها در سـرعت دور در دقیقه نگهداري شدند. پس از آن نمونه 150درجه سانتیگراد با چرخش  37ساعت در دماي 

 LB Agarدیش پتريروي هر میکرولیتر بر  100مایع بالایی دور ریخته شد و به میزان  درصد 80دقیقه سانتریفوژ شدند.  2مدت 
روز مورد بررسی  2ها پس از یک تا کشت داده شدند. رشد کلنیلیتر) (پنجاه میکروگرم در هر میلیبیوتیک کانامایسین حاوي آنتی

کشت داده شـدند. از   "هاي رشد داده شده مجددانوترکیب کلنیقرار گرفت. به منظور غربالگري و تعیین سلولهاي نوترکیب از غیر



 )1398، زمستان 4ره ، شما11مجله بیوتکنولوژي کشاورزي (دوره 

٧٦  
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

ي نوترکیـب مشـخص   اهر کلنی به صورت مجزا پلاسمید استخراج و بوسیله روش برش آنزیمی و انتقال بر روي ژل آگارز سلوله

  . مورد بررسی قرار گرفتنیز مجدد و الگو قرار دادن پلاسمیدهاي نوترکیب   PCRسازي ژن با استفاده از روش تایید همسانه شدند.

  

  نتایج 

(کیاژن) و بر  DNAژنومی، با استفاده از کیت استخراج  DNA: ی از باکتري کلستریدیوم پرفینجنسژنوم DNAاستخراج        

(میزان و خالص بودن) از ژل آگارز  استخراج شده DNAبراي تعیین کمیت و کیفیت  روش ذکر شده در کیت استخراج شد. اساس
استخراج شده است. کیفیت  DNAد دلیلی بر کیفیت مطلوب ). وجود تنها یک بان1(شکل درصد و الکتروفورز افقی استفاده شد یک

DNA .واکنشـهاي   تکثیر قطعات ژنـی:  از روي واضح بودن باند ایجاد شده و همچنین نداشتن کشیدگی مشخص شدPCR   بـا

مواد  بخشذکر شده در  PCR(جلوبرنده و برگشت) و طبق برنامه  PFو  PRژنومی استخراج شده، آغازگرهاي  DNAاستفاده از 
جفت باز را روي ژل آگارز نشان داد کـه بـه    750و  1100وجود دو نوار قوي با حدود  PCRها انجام شد. نتایج حاصل از و روش

  ).  3و 2 (شکل توکسین  و بخش ابتدایی ژن مورد نظر بر اساس مقادیر مورد انتظار می باشندترتیب هم اندازه کل ژن آلفا
  

  
ژنومی باکتري کلستریدیوم پرفـرینجنس روي ژل آگـارز یـک      DNAتخراجالکترفورزمحصول اس .1 شکل

  ).VC 50bp plus DNA ladderجفت باز(100مارکر .2 استخراج شده، ستون  DNA.  1 ستوندرصد. 

Figure 1. Genomic DNA extraction from Clostridium perfringenes. Line 1. Extracted 

Genomic DNA, line 2. DNA ladder VC 50 bps plus. 
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ژنـومی اسـتخراجی از بـاکتري     DNAبا استفاده از  PCRالکتروفورز محصولات حاصل از واکنش  .2 شکل

 VC 100bp plus DNA)جفـت بـازي  100مـارکر   .2سـتون  کلستریدیوم پرفرینجنس را نشان می دهد. 

ladder)  ،محصول . 1 ستون می باشدPCR جفت باز.  750دازه بخش ابتدایی ژن آلفا توکسین با ان  

Figure 2. Results of PCR reactions using of Clostridium perfringenes genomic template 

DNA. Lane 2. marker, VC 100bp plus DNA ladder. Line 1. N domain of alpha-toxin with 

750 bps.  

 

  
ژنـومی اسـتخراجی از بـاکتري     DNAاز  با استفاده PCRالکتروفورز محصولات حاصل از واکنش  .3 شکل

 (VC 50bp plus DNA ladder)جفت بازي 50مارکر  .2ستون کلستریدیوم پرفرینجنس را نشان می دهد. 

  .جفت باز 1110شکل کامل ژن آلفا توکسین با اندازه  PCRمحصول  .1 ستون می باشد، 

Figure 3. Results of PCR reactions using of Clostridium perfringenes genomic template 

DNA. Lane 2. Marker, VC 50bp plus DNA ladder. Line 1. Full form of alpha-toxin with 

1110 bps. 
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همسانه سازي شـکل کامـل و بخـش ابتـدایی ژن آلفـا توکسـین بـاکتري بـاکتري کلسـتریدیوم          

حــاوي قطعــات ژنــی مــورد نظــر را نشــان نقشــه پلاســمیدهاي نوترکیــب  3شــکل : E. coliپرفــرینجنس در بــاکتري 

ناقـل وارد   T7و بعـد از پروموتـور    pET28a) پلاسـمید  MCSدهـد. قطعـات فـوق در مکـان بـرش آنزیمهـاي چندگانـه (       می

بـرش آنزیمـی پلاسـمیدهاي نوترکیـب حـاوي سـاختمان کامـل و بخـش ابتـدایی ژن آلفاتوکسـین بـاکتري             4شده اند. شـکل  
بـاکتري میزبـان نشـان مـی دهـد. بـرش دوگانـه ناقلهـاي نوترکیـب قطعـات اضـافی            را در  باکتري کلستریدیوم پرفـرینجنس 

برابر با مقادیر مورد انتظـار را عـلاوه بـر انـدازه پلاسـمیدهاي غیـر نوترکیـب بـه طـور واضـح نشـان مـی دهـد. قطعـات ژنـی                
-هـاي آلفـا توکسـین را تاییـد مـی     جفت بـاز بودنـد کـه کلـون نمـودن ژن      750و  1110برش خورده و جداشده برابر با اندازهاي 

  . )6و شکل  5( شکل  کند

  
ــکل ــمیدهاي نوترکیــب     .4 ش ــه پلاس ــش   pET28a-aToxinNنقش ــاوي بخ ــدایی ح ژن  Nیــا ابت

ــب      ــمید نوترکی ــت) و پلاس ــمت راس ــین (س ــل ژن    pET28a-a-Toxinآلفاتوکس ــکل کام ــاوي ش ح

بـرش آنزیمهـاي چنـد گانـه و     کلون شدن قطعـات ژنـی فـوق در ناحیـه      مکان .آلفاتوکسین (سمت چپ)

  .که به رنگ سبز مشخص شده است می باشند T7بعد از پروموتر 

Figure 4. The maps of recombinant pET28a-aToxinN plasmid harboring the N terminal of 

alpha-toxin (Right) and recombinant pET28a-a-Toxin plasmid harboring the full leangth 

of alpha-toxin gene (Left). The site of cloned the genes of interest is in MCS after T7 

promoter and detected green color. 
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ــرش آنزیمــی پلاســمید. 5شــکل ــب ب ــاي نوترکی ــب  pET28a-aToxinNه ــر نوترکی  .pET28a 1.و غی

هـاي نوترکیـب غیـر برشـی     دپلاسـمی . VC 100bp plus DNA ladder ،2)جفـت بـازي (   100مـارکر  

pET28a-aToxinN  ،3.     ــی ــک برشـ ــب تـ ــمید نوترکیـ ــا آنـــزیم   pET28a-aToxinNپلاسـ بـ

ــه   .HindIII ،4برشــی ــب بــرش دوگان ــزیم  pET28a-aToxinNپلاســمید نوترکی ــا آن هــاي برشــگر ب

ــه  ــده،    XhoIو  HindIIIدوگان ــون ش ــه کل ــاهده قطع ــورده  . 5و مش ــرش  خ ــب ب ــمید غیرنوترکی پلاس

pET28a   با آنزیم برشیHindIII ،6. پلاسمید غیرنوترکیب غیر برشی pET28a .  

Figure 5. RE digestion analysis of recombinant Plasmid pET28a-aToxinN containing C. 

Perferingenes alpha-toxin N domain gene and non-recombinant pET28a plasmid. 1. DNA 

Marker, VC 100bp plus DNA ladder. 2. Undigested recombinant pET28a-aToxinN 

Plasmid. 3. Single digestion of recombinant pET28a-aToxinN Plasmid with Hind III. 4. 

Double digestion of recombinant Plasmid pET28a-aToxinN with XhoI and Hind III 

showing the cloned segment. 5. Single digestion of non-recombinant plasmid, pET28a, 

with Hind III. 6. Undigested non-recombinant plasmid, pET28a. 
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 100مارکر  .pET28a 1.و غیر نوترکیب  pET28a-a-Toxinهاي نوترکیب برش آنزیمی پلاسمید. 6شکل 

 .pET28a 3.کیـب غیـر برشـی    نوترغیـر  هاي پلاسمید. VC 100bp plus DNA ladder ،2)جفت بازي (

پلاسمید نوترکیـب بـرش دوگانـه     .HindIII ،4برشیبا آنزیم   pET28aنوترکیب تک برشیغیر پلاسمید 

pET28a-a-Toxin هاي برشگر دوگانه با آنزیمHindIII  وXhoI   ،پلاسمید . 5و مشاهده قطعه کلون شده

 پلاسـمید نوترکیـب غیـر برشـی     .HindIII ،6با آنزیم برشی   pET28a-a-Toxinنوترکیب برش  خورده 

pET28a-a-Toxin.  

Figure 6. RE digestion analysis of recombinant Plasmid pET28a-a-Toxin containing C. 

Perferingenes alpha-toxin gene and non-recombinant pET28a plasmid. 1. DNA Marker, 

VC 100bp plus DNA ladder. 2. Undigested non-recombinant pET28a Plasmid. 3. Single 

digestion of non-recombinant pET28a Plasmid with Hind III. 4. Double digestion of 

recombinant Plasmid pET28a-a-Toxin with XhoI and Hind III showing the cloned 

segment. 5. Single digestion of recombinant plasmid, pET28a-a-Toxin, with Hind III. 6. 

Undigested recombinant plasmid, pET28a-a-Toxin. 

  

  بحث

با فعالیتهاي متعدد بیمـاري زایـی فسـفولیپازي، اسـفنگولیومینازي و      کلستریدیوم پرفرینجنسپروتئین آلفا توکسین باکتري       

باعث تخریب سلول، کشندگی و تخریب پوستی می گـردد.   "ابیولوژیکی منجر به سلسله واکنشهاي زیادي در سلول شده و نهایت

 Jan 2004; Mohammadabadi 2017; Oda  etسم فوق مهمترین عامل درگیر در ایجاد بیماري قانقاریاي گازدار اسـت ( 

al. 2015 ز از باکتري جفت با 750و بخش ابتدایی ژن فوق با اندازه  1110). در این مطالعه شکل کامل ژن آلفاتوکسین با اندازه
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و  pET28aبه وسیله آغازگرهاي طراحی شده و با استفاده از روش شوك حرارتـی در پلاسـمید بیـانی    کلستریدیوم پرفرینجنس 

شدند. تولید سلولهاي نوترکیب با استفاده از روش هضم آنزیمی منفـرد و دوگانـه بـه    با موفقیت همسانه  E. coliباکتري میزبان 
  اثبات رسید.

روشهاي درمان بیماریها در موجودات زنده حیوانی مشتمل بر استفاده از آنتی بیوتیک ها، داروهاي شیمیایی  و روشهاي اکثر       

واکسیناسیون معمولی می باشد. مواد شیمیایی و آنتی بیوتیکها  داراي عوارض جانبی همچون انباشت در بـدن موجـودات، ایجـاد    
ب می شوند. از طرفی عمده واکسنهاي رایج از نوع نسل اول می باشند. واکسـنهاي  مقاومت دارویی و آلودگی محیط زیست را سب

ضعیف شده، کشته شده و غیر فعال شده هر کدام داراي معایب و محدودیتهایی هستند. پاسخ ایمنی ضعیف، برگشت حالت بیماري 
برخی حیوانات از جمله معایـب واکسـنهاي   زایی و عدم روش مناسب براي استفاده در مراحل ابتدایی زندگی همچون دوره لاروي 

به خصوص باکتریهاي زنده، مفید و سالم مهندسی شده نوترکیـب ژنتیکـی بـراي     DNAقدیمی و رایج است. واکسنهاي بر پایه 
 موجودات زنده (پروبیوتیک) گزینه مناسبی براي درمان و بویژه جلوگیري و کنترل بیماریهاي عفونی و حتی غیر عفونی می توانند

  ). Sasan 2007مورد استفاده قرار گیرند (
. واکسـن  استههاي نسل دوم گردیدهاي نوترکیب یا واکسنها و واکسنهاي مهندسی ژنتیک سبب تولید داروگیري از روشبهره

و  Cن هپاتیت شد و خطر انتقال عوامل ویروسی چوهپاتیت که قبلاً با استفاده از پلاسماي خون بیماران مبتلا به هپاتیت تهیه می
واکسن مطمئن یک هاي نوترکیب هپاتیت که امروزه به عنوان ایدز و سایر عوامل عفونی ناشناخته را داشت جاي خود را به واکسن

کلون و  R57TZpتکثیر و در پلاسمید انتقالی  PCRرا با استفاده از روش  5GRAژن  در یک مطالعه . استدهدا کاربرد گستردهبا 

هاي برشی از پلاسمید نوترکیب جـدا، در  . ژن مورد نظر با استفاده از آنزیمانتقال داده شد TOP10شیاکلی سوش در باکتري اشر
منتقل و در پایان بیان پلاسمید نوترکیب مورد  CHO. پلاسمید نوترکیب در سلول یوکاریوتی گردیدکلون ساب 3DNACpپلاسمید 

با موفقیت انجام شده و با استفاده از روش وسترن  3DNACpدر پلاسمید  5RAGبررسی قرار گرفت. کلونینگ و ترانسفورم قطعه 
  .(Naserifar et al. 2010) کیلو دالتونی تایید گردید 13بلات بیان پروتئین 

 ـ D4و  D1 هـاي ومینجفـت بـازي مربـوط بـه د     250و  750هاي توالی در مطالعه دیگري       بـاکتري کشـنده   ین زژن ایرولی
ophilahydr Aeromonas  با روشPCR      8048تکثیر و بـه صـورت جداگانـه در پلاسـمیدNZp      کلـون و بـه داخـل بـاکتري

باکتریایی نوترکیب حاصل به صورت خوراکی  هايند. واکسنه شدانتقال دادبا روش الکتروپوریشن لاکتیس لاکتوکوکوسپروبیوتیک 

در مقایسه با گروه کنترل نشان داد که اپی آزمایشی ماهی  هاي ه. تولید آنتی بادي در نمونشدندو تزریقی وارد بدن ماهی تیلاپیا 
یان شده ب) شودکه توسط سیستم دفاعی تشخیص داده می آنتی ژنقسمتی از یک ( هاي نوترکیب در لاکتوکوکوس لاکتیس توپ

سـطح   Lac- D4ae و   Lac-D1ae دوزهاي پـایینی از  اینکهو قادر به ایجاد پاسخ ایمنی در ماهی تیلاپیا هستند. جالب توجه 
نشـان دادنـد کـه سـطح      Lac- D4ae و   Lac-D1aeهاي واکسینه شده بابالایی از ایمنی را در طول دوره ایجاد کردند. ماهی

لاکتوکوکوس لاکتیس نوترکیـب   مشاهده شد.مرگ و میر نسبت به گروه کنترل کاهش میزان را کسب کرده و بالایی از حفاظت 
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 D4و  D1نشان داد. به طور نسبی تزریق داخل صفاقینیز را در تیلاپیا  IgMژن ایرولیرین تولید آنتی بادي   D4و D1محصول 

 100-70مصرف خوراکی واکسن درصد بقا را حدود  درصد بقا را در مقابل عفونت ایروموناس ایجاد کرد در حالی که 82-55حدود 
توانـد در  پروتئین ایرولیزین و به عنوان مناطق آنتی ژنی با موفقیت شناسایی شدند. که مـی   D4و D1درصد ایجاد نمود. نواحی 

  .Anuradha et al. 2010)( هاي ایروموناس هیدروفیلا محافظت ایجاد کنندتیلاپیا آنتی بادي تولید کند و در برابر چالش

. بخش غیر گرفته استهایی در خصوص واکسیناسیون گاوها بر علیه باکتري کلستریدیوم پرفرینجنس انجام آزمایش همچنین      
همسانه سازي و به منظور تحریک سیستم ایمنی  pBadtopotaپروتئین فوق در پلاسمید بیانی  Cسمی آلفا توکسین یعنی ناحیه 

در پلاسماي خـون حیوانـات آزمایشـی     Cآنتی بادي پروتئین نوترکیب ناحیه  Elisaاستفاده از آزمایش  به حیوانات ترزیق شد. با
بخشهایی از پروتئین آلفا توکسین ممکن است بـه   "مثلا DNAمشاهده گردید. آنها پیشنهاد کردند که تکامل واکسنهاي بر پایه 

). به طور مشابه ناقلهاي نوترکیـب  Evy et al. 2016ک کند (محافظت موجودات زنده در مقابل تهاجم باکتري هاي مهاجم کم

پرفرینجنس را ایجاد و به منظور بروز ایمنی به حیوانات ترزیق  مسه گانه پروتئینهاي سمی آلفا، بتا و اپسیلون باکتري کلوستریدیو
  ). Marcos et al. 2016شد (. تولید آنتی بادي هاي پروتئینهاي ترزیقی در پلاسماي خون حیوانات آزمایشی مشاهده شدند

هـاي  کشنده پروتئیناز باکتري ایروموناس هیدروفیلا در باکتري لاکتوکوکوس کلـون و بـاکتري  ژن تردر یک بررسی قدیمی      
میزان مرگ و میر در  درصد 26نوترکیب به عنوان واکسن در ماهی تیلاپیا مورد آزمایش قرار گرفتند. نتایج واکسیناسیون کاهش 

سازي موش در چالش با بـاکتري  اثر ایمنی .)Sasan 2007; Sasan 2010( هاي غیرواکسینه شده را نشان دادسه با نمونهمقای

. براي این منظور بخش انتهایی شدبررسی نیز توکسین که نوترکیب شده بود ژن آلفا Cکلستریدیوم پرفرینجنس با استفاده ازدومین 
هاي ترکیبی به عنوان پروتئین نوترکیب بیـان شـدند. نتـایج    . این فیوژنگردیدانسفراز متصل تر-S–توکسین به گلوتاتیونژن آلفا

) به مـوش القـاي پاسـخ ایمنـی در مـوش درچـالش بـا بـاکتري کلسـتریدیوم          GST-C( هاي نوترکیبنشان داد تزریق پروتئین
  . (Negahama 2013)را نشان داد پرفرینجنس 

هاي طراحی شده توان گفت که اولأ پرایمرهاي میزبان میدن کلونینگ ژن آلفا توکسین در باکتريآمیز بوبا توجه به موفقیت      

توانند مورد استفاده واقع ها میاند، ثانیأ به عنوان یک مارکر جهت شناسایی و طبقه بندي این باکتريبراي تکثیر این ژن اختصاصی
هاي مهمی همچون باکتري توان راه کنترل و مقابله با پاتوژنندسی شده میهاي نوترکیب ژنتیکی مهثالثأ با ساخت واکسن شوند،

زا در موجـود  توکسـین بیمـاري  پذیر ساخت. در نهایت اثبات کلونینگ و بیان بخش اول ژن آلفاکلستریدیوم پرفرینجنس را امکان
زا در حیوانـات مـورد   و امکان ایجـاد ایمنـی  دهدکه بتوان بخش دیگر و حتی کل ژن فوق را کلون، بیان میزبان این امکان را می

بررسی قرار داد. چنانچه نتایج تولید پروتئین و آزمایشات واکسیناسیون همراه با موفقیت باشد، در گام بعدي می تـوان بـا سـاخت    
و پروبیوتیـک  خطـر  هاي مفید، بیزا در باکتريهاي بیماريهاي زنده مهندسی شده ژنتیکی از طریق کلونینگ و بیان ژنباکتري

توانند داشته باشند، را طراحی و تولید نمود. هاي زنده با کارآیی بالا که حتی مصرف خوراکی نیزمیلاکتوکوکوس لاکتیس واکسن

هاي پاتوژن مؤثر باشـد. زیـرا بـا پیشـرفت     هاي ناشی از میکروارگانیزمتواند در کنترل بیمارينتایج چنین تحقیقاتی بطور قطع می
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یک مولکولی و مهندسی ژنتیک امکان ساخت واکسن نوترکیب مهندسی شده براي مقابلـه و کنتـرل ایـن بـاکتري     هاي ژنتروش

  پذیر شده است.زا امروزه امکانبیماري

توان هاي میزبان که در این مطالعه انجام گرفت میتوکسین در باکتريبا توجه به تکثیر و کلونینگ ژن آلفا: نتیجه گیري

بنـدي ایـن   به عنوان یک مارکر جهت شناسایی و طبقه"اند. ثانیاهاي طراحی شده براي تکثیر این ژن اختصاصیرپرایم"اولا گفت.
تزریق آن به حیوانات امکان استفاده ازاین پـروتئین   با تولید پروتئین نوترکیب و"مورد استفاده واقع شوند. ثالثاتوانند ها میباکتري

   داد. توان مورد بررسی قرارسمی را به عنوان واکسن احتمالی می
 

 منابع

  .2001، 9644521293تهران انتشارات دانشگاه امام حسین، شماره شابک مقدمه اي برواکسنهاي ژنی. )1381( لیع کرمی
توکسوپلاسـما   GRA5 ) کلونینـگ ژن 1390(زهـره   شـریفی  ،عبدالحسـین  دلیمی اصل ،فاطمه غفاري فر ،راضس ناصري فر

و بیان آن در سلول. مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام.  pcDNA3 بیانیدر پلاسمید یوکاریوت  RHسویه گونداي 
19)3 ،(12-1 .  
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