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چکیده

کلاستریدیوم بوتولینوم  باشد که توسط باکتري       هاي بوتولینوم می     بوتولیسم یک بیماري ناشی از فعالیت نوروتوکسین       :سابقه و هدف  

ترین مواد    هاي این باکتري از سمی       نوروتوکسین.  نماید  هاي عصبی و عضلانی ایجاد اختلال می          تولید شده و در انتقال محرك      

. شوند  هاي عصبی، موجب فلج کردن عضلات می        شناخته شده هستند به طوري که با جلوگیري از آزاد شدن استیل کولین در پایانه              

به عنوان کاندیداي واکسن    کلاستریدیوم بوتولینیوم   این پژوهش با هدف همسانه سازي زنجیره سنگین ژن نوروتوکسین باکتري              

. انجام گرفتاشریشیا کلی ژنی در باکتري 

با استفاده از پرایمرهاي    کلاستریدیوم بوتولینیوم   در این مطالعه، توالی کامل زنجیره سنگین ژن نوروتوکسین باکتري     : ها مواد و روش 

 در حامل   T/A Cloning مربوط به زنجیره سنگین ژن نوروتوکسین به روش           DNAقطعه  .   تکثیر گردید  PCRاختصاصی و روش    

PCR 8/GW/TOPO ترانسفورم گردیداشریشیا کلی  کلون و ساختار حاصل به باکتري.

نتایج .   جفت بازي مربوط به زنجیره سنگین نوروتوکسین تایید گردید         2530 همسانه سازي قطعه     PCRبا استفاده از روش     :  ها  یافته

در باکتري  کلاستریدیوم بوتولینیوم   مرحله بعد نیز نشان دهنده همسانه سازي موفقیت آمیز زنجیره سنگین ژن نوروتوکسین باکتري                

. انجام شدBamHI و HindIIIهاي  تایید نهایی سازواره تهیه شده با استفاده از آنزیم. بوداشریشیا کلی 

تواند به    رسد که سازه ژنی تولید شده در این پژوهش می            با توجه به نتایج به دست آمده در این مطالعه به نظر می              :  نتیجه گیري 

.عنوان واکسن ژنی علیه نوروتوکسین بوتولینیوم در تحقیقات آینده مورد استفاده قرار گیرد

.بوتولیسم، نوروتوکسین، کلون سازي، زنجیره سنگین: واژگان کلیدي

1391فروردین : پذیرش براي چاپ1390اسفند : دریافت مقاله

مقدمه     

    بوتولیسم یک اختلال حاد عصبی و فلج کننده است که دستگاه                                                        

.   دهـد           تأثیر قرار می                       را تحت          عضلانی         و دستگاه            مرکزي          عصبی    

کلاســتریدیوم              ایــن بیمــاري در اثــر ســم حاصــل از بــاکتري                                                                     

ــوم             ــه وجــود مــی                      )     Clostridium Botulinum  (   بوتولینی ــد         ب .   آی

اي شـکل،                   یک باکتري گرم مثبت میلـه                           کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

هوازي اجبـاري اسـت کـه اغلـب                                              فاقد کپسول، اسپوردار و بی                                 

اولیـن مـورد                    ).      1( باشـد               متحرك و داراي تـاژك پیرامونـی مـی                                               

گزارش بوتولیسم غذایی مربوط به مصرف یک نـوع سوسـیس                                                                         

عامل بیماري اولین بار در سال                                .      بوده است           1793خانگی درسال                 

جـایی کـه                     از آن       .      از سوسیس آلـوده جداسـازي گردیـد                                                  1896

سوسیس در زبان لاتین به معناي بوتولوس است، این بیماري را                                                                        

بوتولینــوس                   باســیلوس         بوتولیــسم و بــاکتري مولــد آنــرا                                                           

   )Bacillus botulinus       (       در       کلاستریدیوم بوتولینیـوم                          نام       .     نامیدند 

  1943در سـال               .      براي این باکتري اختـصاص یافـت                                        1923سال       

 عامل  بوتولیسم نـوزادان                                      1976عامل بوتولیسم زخم و در سال                                    
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ــایی گردیــد                            ــل تولیــد                                                        ).      2( شناس ــاکتري بــه دلی ایــن ب

هاي فراوان به صـنایع                                  هاي مختلف سبب خسارت                             نوروتوکسین          

هاي شدید غذایی در سراسر جهـان شـده                                                          غذایی و مسمومیت                   

بیماري بوتولیسم در سـه نـوع بوتولیـسم کلاسـیک یـا                                                                        .       است   

ــذایی                 ــوزادان                                      ) Food Botulism( غـــ ــسم نـــ ، بوتولیـــ

  ) Infant Botulism     (                            و بوتولیــسم زخــم )Wound Botulism   (

هاي غـذایی،                     ترین مسمومیت                یکی از خطرناك             ).      3( وجود دارد               

مسمومیت بوتولیسم است که در اثر مصرف مواد غذایی آلـوده                                                                 

به ویژه انواع کنسروهاي گوشـتی و گیـاهی بـه ظـاهر سـالم،                                                                                       

هاي لبنـی                   هاي غذایی تخمیر شده و به ندرت فرآورده                                               فرآورده       

این بیماري بـه عنـوان یکـی از مـشکلات مهـم                                                                     .     دهد       رخ می       

بهداشتی در برخی از کشورهاي جهان به ویژه ایران بـه شـمار                                                                         

سم بوتولیسم از رها شدن استیل کولین از انتهـاي                                                             ).      4(   آید           می  

به طوري که ایـن                         .   نماید       اعصاب حرکتی محیطی جلوگیري می                              

پدیده موجب ایجاد اختلالات عصبی به صورت فلـج و شـل                                                                         

و در        )     به ویژه عضلات تنفسی یا عـضله قلـب                                          (   شدن عضلات              

).  5( گردد        نهایت مرگ می            

در ایــران مــسمومیت غــذایی بوتولیــسم یکــی از مــشکلات                                                                            

در سـال             .     تر مورد توجه قرار گرفته است                                   بهداشتی است که کم                   

گیري بوتولیسم در ایـران                                      در شهرستان رشت اولین همه                             1344

 نفر دچار مسمومیت گردیدنـد                                          28به وقوع پیوست که طی آن                                    

  389 در مجمـوع                    1354 تـا            1351هـاي            همچنین در سال               ) .         4(   

مورد بوتولیسم در شمال کشور ثبت و گزارش گردیـده اسـت                                                                     

و همکـاران                )     Vahdani( اي که توسط وحـدانی                            در مطالعه         ).      6(   

  115هاي سـرم خـون و مـدفوع                                             بر روي نمونه             1381در سال            

بیمار بستري شده بـه دلیـل مـسمومیت بوتولیـسم در مراکـز                                                                                      

 مـورد بـاکتري                        73بهداشتی و درمانی تهران انجام گرفـت، در                                                        

هـاي بیـشتر                       بررسی     .      جداسازي گردید                  کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

نشان داد که مصرف کنسرو ماهی، ماهی دودي شـده و تخـم                                                                              

عـلاوه         ).      7( ماهی شور علت اصلی بروز مسمومیت بوده است                                                 

هاي دریایی، مواردي از وقوع بوتولیـسم                                            بر کنسروها و فرآورده                          

هاي لبـنی در ایـران گـزارش گردیـده                                                            در اثر مصرف فرآورده                         

و همکاران در سـال                       )     Porshafie( به طوري که پورشفیع                        .       است   

در    .     ، پنیر محلی را عامل آلودگی افراد مبتلا اعلام نمودنـد                                                        1375

 تن از بیماران و پنیر مصرف شـده،                                    10این مطالعه در سرم خون                                 

).    8(  تأییـد گردیـد                          کلاسـتریدیوم بوتولینیـوم                             وجـود توکـسین                       

.   گزارشات متعددي از وقوع بوتولیسم در حیوانات وجـود دارد                                                                         

و همکـاران، در                      )     Sharpe( به عنوان نمونه بنا بر گزارش شارپ                                                

  36اثر مسمومیت بوتولیسم در یک گله شیري در ایرلند تعـداد                                                                            

).    9( رأس از گاوهاي شیري تلف گردیدند                                

 داراي زنجیره پپتیـدي                               کلاستریدیوم بوتولینوم                      هاي         نوروتوکسین          

این سـموم متـشکل                        .     باشند        کیلو دالتون می               150با وزن مولکولی                      

Light Chain(   از یک زنجیره سبک                           LC     (                        50بـا وزن مولکولـی  

کیلــــــو دالتــــــون، یــــــک زنجــــــیره ســــــنگین                                                                                

   )Heavy Chain HC     (                کیلو دالتون و یـک                          100با وزن مولکولی 

نقش     .     باشند          کیلو دالتون می                 500غیرسمی با وزن مولکولی                       بخش       

هاي         بخش غیرسمی، حفاظت از سم در برابر اسید معده و آنزیم                                                                    

زنجیره سنگین مانند یک منفذ عمل کـرده بـه                                                          .   باشد        پروتئولیتیک می                

طوري که زنجیره سبک از آن عبـور و بـه سیـستم اعـصاب نفـوذ                                                                                    

همچنین بخش سنگین نوروتوکسین این بـاکتري یکـی از                                                         .   نماید         می  

. ) 10 و    5( باشد        هاي مهم آن در تحریک سیستم ایمنی می                                    ژن    آنتی    

هـاي            ژنیک، توکسین بوتولیسم به تیپ                                هاي آنتی          بر اساس تفاوت                 

A     تا G               هـاي          از این میان تیپ                 .   شود     تقسیم بندي می    A     ،B     ،E      و 

F                در انسان وC    و D                                  ً            تقریباا به صورت انحـصاري در حیوانـات 

اما تـاکنون گزارشـی مبـنی بـر                                                 .   گردند       موجب ایجاد بیماري می                      

).    12 و        11( مشاهده نـشده اسـت                                 Gایجاد بیماري توسط تیپ                               

هـا،             در مقایـسه بـا سـایر سـویه                                             Eتیپ         هاي مولد              سویه    اهمیت         

زایی در دماهاي پایین است و همچنیـن                                                      توانایی رشد و توکسین                          

هاي تهیـه                   به ویژه در فرآورده                    ( اسپور باکتري قادر به جوانه زدن                                          

بوتولیـسم در                  ).      13 و        12( .     باشـد           مـی     )       شده به صـورت سـنتی                            

  Cهاي           حیواناتی مانند گاو، گوسفند و اسب بیشتر به وسیله تیپ                                                     

همچنیـن وقـوع                     .      گزارش شـده اسـت                          B و به ندرت تیپ                          Dو     

بـه عنـوان                      Cبوتولیسم در طیور نیز گزارش شده است و تیـپ                                                         

).    14-16( ترین عامل ابتلا در پرندگان شناخته شده اسـت                                                             شایع    

هاي ژنی روشی جدیـد جهـت ایجـاد ایمنـی                                                         استفاده از واکسن                    

استفاده از ایـن تکنیـک در زمینـه                                                  .       باشد        ها می           موثر علیه بیماري                    
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در دسـتگاه ترموسـایکلر                                    PCRواکنش         .       واکنش اضافه گردید                     

   )Mastercycler Gradient, Eppendorf     (                    ساخت کشور آلمـان

  95 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمـاي                                              5با شرایط دمایی                      

 چرخه شامل واسرشت شـدن                              32گراد و در ادامه                    درجه سانتی            

 دقیقـه، اتـصال در                              1گراد به مـدت                       درجه سانتی           95در دماي             

 دقیقه، طویل شـدن در                                  1گراد به مدت                  درجه سانتی             62دماي        

 دقیقـه و در نهایـت                                   1گراد بـه مـدت                              درجه سانتی           72دماي        

  5 درجه سانتی گراد به مـدت                                      72طویل شدن نهایی در دماي                          

. دقیقه انجام شد              

  1 به ژل آگاروز                       PCRمحصولات          :      از ژل          DNAاستخراج           )     ج 

.   درصد واجد اتیدیوم برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند                                                                         

 به       زنجیره سنگین نوروتوکسین                              مربوط به ژن                          DNAقطعه        

کمک تیغ اسکالپل از ژل جداسازي و با استفاده از کیت                                                                                   

ساخت کشور کره                     )     BIONEER(  از ژل                  DNAاستخراج           

براي اطمینان از                       .     مطابق با دستورالعمل کیت، تخلیص شد                                                 

 میکرولیتر از                   3صحت قطعه ژن تخلیص شده و کیفیت آن،                                                       

 درصد و در کنار مارکر                                           1/5آن بر روي ژل آگاروز                                         

.   الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت                               

  PCRمحصول             براي این منظور                    :     T/A Cloningانجام         )     د 

    Invitrogenتخلیص شده از ژل، با استفاده از کیت شرکت                                                                 

 )TOPO TA Cloning Kit     (                                 ساخت کشور آمریکا کلون

در باکتري             )     Ligation( در ابتدا محصول الحاق شده                                      .     گردید     

هاي یاد                ترانسفورم و باکتري                         TOP-10 F سویه           اشریشیا کلی             

 محتوي              Luria-Bertaniشده در محیط آگاردار                                                   

کشت داده            )     لیتر         میکروگرم در هر میلی                            100( اسپکتینومایسین                  

  Qiagenهاي حاصل با استفاده از کیت شرکت                                                   از کلنی         .     شدند    

ساخت کشور آمریکا تخلیص پلاسمید انجام شد و سپس                                                                      

.    صورت گرفت              PCRتایید اولیه صحت کلونینگ به روش                                                

حاصل به روش هضم                           )     کانستراکت         ( تایید نهایی سازواره                               

.   آنزیمی انجام شد               

ها    یافته     

بــاکتري            ژنومــی از                        DNAدر ایــن مطالعــه، اســتخراج                                              

ایمونولوژي و بیولوژي مولکولی در حال گسترش است، چرا که                                                                     

هاي ایمنی سلولی، هومورال                                  هاي ژنی قادر به القاي پاسخ                                        واکسن     

هاي حامل قطعـات ژن                                امروزه از پلاسمید                  .     باشند       و یا هر دو می                 

هـاي            در مـدل           .     گـردد           خارجی به عنوان ایمونوژن اسـتفاده مـی                                                    

 سـبب           DNAحیوانی مشاهده شده که واکسیناسیون بـه وسـیله                                                                 

).    17( ایجاد ایمنی علیه بسیاري از عوامـل عفونـی شـده اسـت                                                                          

هـا داراي مزایایـی                                هاي ژنی در مقایسه با سـایر واکـسن                                                     واکسن     

و   تر بودن محصول، ذخـیره سـازي                                               تر، خالص          تولید ساده          :       چون   

در همین راستا، این پـژوهش بـا                                     ).      18(   باشند             آسان می         نگهداري           

 ژن زنجیره سـنگین نوروتوکـسین بـاکتري                                                 هدف همسانه سازي                 

 به عنـوان کاندیـداي واکـسن ژنـی در                                                           کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

.    انجام گرفت            اشریشیا کلی            باکتري      

ها    مواد و روش          

ــف      ــتخراج               )     ال ــی            DNAاس ــاکتري                                DNA:      ژنوم ــی از ب  ژنوم

بـراي ایـن                  .        اسـتخراج گردیـد                        A تیپ          کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

ــتخراج                                         ــت اس ــور از کی ــران                                   DNAمنظ ــیناژن ای ــرکت س ، ش

    ) DNPTM
 KIT     (          کیفیت       .     استفاده شدDNA                       تخلیص شده، پـس 

.   مورد بررسی قرار گرفت                    %   1از الکتروفورز بر روي ژل آگاروز                                

یــره                                               :     مراز      اي پلی          واکنش زنجیره              )     ب  به منظور تکثیر توالی کامل زنـج

ي    از پرایمرها                کلاستریدیوم بوتولینیوم                       سنگین ژن نوروتوکسین باکتري                                    

'3-ATCAAAGTTAATAATTGGGACTTGAAGCTTCC-'5: F-Hc     و

 '3-TTACAGTGGCCTTTCTCCCGGATCCCC-'5: R-Hc               استفـاده 

).  17( گردید       

 هـر          5'سازي، در انتهـاي                              در این مطالعه به منظور سهولت کلون                                         

 ، بـه ترتیـب جایگـاه بـرش                                                Hc-R و    Hc-Fهاي           یک از پرایمر                

نواحی که زیر آنها                       (  قرار داده شد               BamHI و    HindIIIهاي           آنزیم     

  25بـا حجـم نهـایی                                 PCRواکنـش            ) .       خط کشیده شـده اسـت                            

 میکرومـول از                     0/2 الگـو،             DNA میکرولیتر            2/5شامل        میکرولیتر             

ــر،                       ــر پرایم ــول                   200ه ــول               dNTP Mix     ،1/5 میکروم  میکروم

MgCl2     ،2/5                           میکرولیــتر بــافر PCR (10X)        واحــد آنزیــم                     1 و 

DNA      مراز           پلیpfu              سپس به منظور جلوگـیري از                                      .      انجام گردید

 قطره روغن معدنی استریل بـه مخلـوط                                          3 تا     2آلودگی و تبخیر،                     
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نتایج الکـتروفورز                     .       با موفقیت انجام شد                            کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

DNA                                                                         تخلیص شده بر روي ژل آگاروز، نشان دهنـده کیفیـت 

واکنـش          .       مناسب آن جهـت انجـام آزمایـشات مولکولـی بـود                                                                    

 بخـش           اختصاصـی              مراز با استفاده از پرایمرهـاي                                     اي پلی            زنجیره      

Hc                                          2530اي بـه طـول                            ژن نوروتوکسین موجب تکثـیر قطعـه  

 بـه          PCRکلـون سـازي محـصول                                ).      1شکل       ( گردید         جفت باز             

اي از             ، به منظـور ایجـاد همـسانه                                          TOPO در وکتور           T/Aروش       

  TOPO-Hcموجب تولید سازه                       زنجیره سنگین ژن نوروتوکسین،                                     

هاي تاییدي به کار رفتـه در مـورد صـحت همـسانه                                                                             تست   .   گردید     

  PCR و هضم آنزیمی بود کـه واکنـش                                                  PCR شامل           Hcسازي ژن             

اـزه                              نشان داد درصد زیادي از کلون                                  -TOPO    هاي حاصل، واجد س

Hc     هـاي            همچنین هضم آنزیمـی دوگانـه بـا آنـزیم                                                         .       باشند          می

HindIII    و BamHI                                   بر روي پلاسمیدهاي تخلیص شده، حضور 

  را      TOPOدر وکتـور                   Hcجفت بازي مربوط به ژن                        2530قطعه        

).    1شکل     ( نشان داد          

بحث   

 براي انسان               کلاستریدیوم بوتولینیوم                     با توجه به خطرات ناشی از                            

و دام، یافتن راهـی موثـر در پیـشگیري از بیمـاري بوتولیـسم                                                                                         

ــی                 ــد          ضــروري م ــسن                                                    .     باش ــشورها، واک ــی از ک ــروزه برخ ام

اند که به صورت چندگانه                                توکسوئیدي را مورد استفاده قرار داده                                       

این واکسن با غیرفعال                        .     نماید       عمل می          E تا       Aهاي           علیه سروتیپ             

نمودن مایع فوقانی محصول کشت باکتري به وسـیله فرمالدئیـد                                                                             

توان به قیمت                  از مشکلات این واکسن می                     ).      19( گردد        حاصل می         

که در بـسیاري                     ( گران، لزوم استفاده از چندین سروتیپ مختلف                                                    

و نیـاز بـه چندیـن                                )     ها میزان تولید سم بسیار ناچیز است                                                 از آن       

براي محافظت در برابر این پنج                                  )     booster(   مرحله تجویز یادآور                          

طرفی اندازه بزرگ ساختار پروتئینـی                                     از      .       نوع سروتیپ، اشاره نمود                            

هاي ناخواسته عمومـی                             هاي همراه توکسوئید، واکنش                                   آن و ناخالصی                

) 20( و موضعی را در بدن به دنبال خواهد داشت                                       

هاي بوتولیسم نیز پیشنهاد شده اسـت                                           امروزه نسل جدید واکسن                       

کلاستریدیوم            که شامل استفاده از بخش سنگین ژن نوروتوکسین                                                

هاي ژنـی کـه                          اخیراا واکسن      ً       .     باشد      ژن می        به عنوان آنتی                    بوتولینوم         

شامل بخش رمز گذار زنجیره سنگین نوروتوکـسین بوتولینیـوم                                                                        

هـاي مختلـف ایـن بـاکتري در حـال                                                            است، در مورد سروتیپ                         

).    21( باشد        بررسی می        

 رمـز گـذار                     DNA نشان داده شد که تزریـق                             1990در آغاز دهه                   

ها موجب بروز پاسخ ایمنی از نوع هومـورال و سـلولی                                                                      ژن      آنتی    

از آن زمان به بعد، گزارشات متعددي از اثر                                            ).      18 و        17(   شود           می  

ویروسی، باکتریایی                     ( هاي ژنی علیه عوامل عفونی                                      بخشی واکسن            

هـا، اعـلام                      هاي اکتسابی مانند انواع سـرطان                                        و بیماري          )       یا انگلی          

هاي ژنی متعـددي علیـه بوتولیـسم                                                     واکسن     ).      22(   گردیده است                

و همکاران در سال                        )     Shyu( شیو     .     مورد بررسی قرار گرفته است                                 

 بـه          کلاسـتریدیوم بوتولینیـوم                              نوروتوکـسین                    C، از بخش                2000

نتایـج          .     عنوان واکسن ژنی علیه این عامل عفونـی بهـره گرفتنـد                                                                        

مطالعه این محققین حاکی از ایجاد ایمنی حفـاظتی موثـر علیـه                                                                                     

کلایتـون                             ) .         23(   هـاي واکـسینه شـده بـود                                               بوتولیسم در مـوش                      

   )Clayton     (                            اقـدام بـه واکسیناسـیون                                      2000و همکاران در سال 

 رمزگذار قطعه بزرگی از ژن نوروتوکسین تیپ                                              DNAها با           موش   

A                 ( بنت       ).      17(  نمودندBennett     (                                  2003و همکـاران در سـال  

 بوتولیسم به کـار                         F واکسن علیه نوروتوکسین تیپ                                  DNAنوعی        

این محققان ایمـنی حفـاظتی نـسبتاا بـالایی را در برابـر                                             ً                                       .     بردند     

و همکـاران                )     Jathoul( جاتول         ) .       20(   بوتولیسم به دست آوردند                                

 بـا    PCR 8/GW/TOPO vectorهضم پلاسمیدهـاي آمـیـخـتـه           :   1شکل  

HindIII   و BamHI  ،1  (  سازهTOPO-Hc     ،وکـتـور     )  2 بریده نشدهTOPO 

، EcoRI بریده شده با آنـزیـم         TOPO-Hcسازه  )  4 و   3فاقد قطعه کلون شده،     

 . کیلو بازي1مارکر ) 5ستون 
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 به تحقیق در مورد اثر بخـشی انـواع پروموترهـا                                                               2004در سال            

 در انــواع                 F ســم بوتولیــسم تایــپ                                   HCجهــت بیــان بخــش                            

 تـوان            HCنتـایج نـشان داد، بخـش                                        .     هاي ژنی پرداختند                        واکسن     

هالـی       ).      21( بالایی در ایجاد ایمنی حفاظتی علیه بوتولیسم دارد                                                                  

   )Holly       (                         بخـش             2001و همکاران در سـال HC                  نوروتوکـسین 

ــد                                    Fتیــپ         کلاســتریدیوم بوتولینیــوم                                  .    را کلــون ســازي نمودن

هاي واکسینه شده بـا ایـن واکـسن نوترکیـب نـسبت بـه                                                                                      موش   

و   )     Yu( یـو         ).      24(  مقاومت نشان دادنـد                             کلاستریدیوم بوتولینیوم                       

کلاسـتریدیوم                نوروتوکـسین                  HC بخش      2008همکاران در سال                      

هـاي             را با پرایمرهاي اختصاصی واجد جایگاه                                              F تیپ          بوتولینیوم          

  1263طول قطعـه حاصـل                           .      تکثیر نمودند             XhoI و    EcoRIبرش       

هـاي            یافته     .          کلون گردید             pMD18-Tجفت باز بوده و در وکتور                                     

 نوترکیب پـس از بیـان                                 FHCپژوهش این محققین نشان داد که                                          

ها ایجـاد نمـود و                             ایمنی حفاظتی موثر در موش                        اشریشیا کلی                 در      

 ممکن است در انـسان                         FHCهاي نوترکیب               این واکسن زیرواحد                   

و همکـاران در سـال                              )     Woodward(  وودوارد              .) 25( مفید باشد               

هاي          تیپ    کلاستریدیوم بوتولینیوم                      نوروتوکسین             HC بخش      2003

C        و D                                                              را کلون سازي نمودند و به عنوان کاندیداي واکسن ژنی 

در تحقیق حاضـر،                     ).      26( علیه این باکتري در موش به کار بردند                                       

، به        A تیپ          کلاستریدیوم بوتولینیوم                       زنجیره سنگین نوروتوکسین                               

منظور ایجاد سازواره واکسن ژنی مورد استفاده قرار گرفـت کـه                                                                         

از نظر تیپ باکتري انتخاب شده بـا کـار کلایتـون و همکـاران                                                                                        

.   مشابهت و با سایر محققین اشـاره شـده در بـالا تفـاوت دارد                                                                                       

همچنین به طور کلی نوع وکتـور مـورد اسـتفاده جهـت کلـون                                                                                

سازي ژن مورد نظر با کارهـاي صـورت گرفتـه توسـط سـایر                                                                                    

ــه کلــون ســازي بخــش                                                             نوروتوکــسین                 HCمحققیــن در زمین

.   ، متفاوت است            کلاستریدیوم بوتولینیوم                     

نتیجه گیري          

نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر کلون سازي موفقیت آمیـز                                                                             

  اشریشیا کلـی                 سم بوتولیسم در باکتري                            HCژن رمز گذار بخش                         

رسـد سـاختار تولیـد شـده                                          بنابراین بـه نظـر مـی                                 .     را نشان داد               

ــن پـــژوهش مـــی                                   ــداي                                                   در ایـ ــوان کاندیـ ــه عنـ ــد بـ توانـ

 در       بوتولینیــــوم              واکــــسن ژنــــی علیــــه نوروتوکــــسین                                                         

.   مطالعات آینده مورد استفاده قرار گیرد                                    

تشکر و قدردانی              

ــه                                            ــن مقالــ د را        خو  س     سپا   و     تب  تشکر            ا مر  نویــــسنده ایــ

از حــــوزه معاونــــت پژوهــــشی و همکــــاران مرکــــز                                                                                

تحقیقــــات بیوتکنولــــوژي دانــــشگاه آزاد اســــلامی                                                                              

واحد شهرکرد به دلیل حمایت هـاي علمـی و و مـالی اعـلام                                                                                      
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Abstract

Background and Objectives: Botulism is a food poisoning problem in which the transmission of 

neuromuscular stimuli is disrupted due to the activity of botulinum neurotoxins (BoNT) produced 

by Clostridium botulinum. The botulinum neurotoxins are the most known toxic substances that 

cause flaccid paralysis due to preventing the release of the neurotransmitter acetylcholine at 

neuromuscular junctions. The aim of this study was cloning the heavy chain (HC) domain of 

Clostridium botulinum neurotoxin gene in E. coli as a gene vaccine candidate. 

Materials and Methods: In this study, the heavy chain of neurotoxin of Clostridium botulinum was 

fully amplified based on PCR and the specific primers. DNA fragment of heavy chain of 

neurotoxin gene was cloned by T/A cloning technique in PCR 8/GW/TOPO vector and the clone 

was transformed into E. coli. 

Results: Cloning of 2530 bp of neurotoxin was confirmed by PCR. The results of next step 

showed that the heavy chain of Clostridium botulinum neurotoxin was successfully cloned in       

E. coli . Final confirmation of construct was done by BamHI and HindIII restriction enzymes. 

Conclusion: According to the results, the amplified gene can be used as a target for gene vaccines 

against botulism in the future. 
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