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  พ়ࢁඟ و दدردا਩ی 

ی را ऋل و جلا଒ ଔ آสر दدرت او ඼ෙघ ୀه روز روଃن، หبان ا॥ت و اৗوار  ণپاس و ণتاীش ೯ ජ໑دا

آ඼່یدگاری ऒ ଒وಶඎীن را ଘ ما তناسا৯د و ୓భی علم را ୀ ما ঝ࡭ود و . حک࢟ت او భ دل ८ب หر، णభشان

ن، ঻نده ਹ઱ࣣف ऒوীش را ৘ජໍ భق علم و ग़ࡁभජࢌ ঻یازماید   .ع඼෻ی و ਠ઺඼່ی ࠝطا ड़඼່ود ঴ หدا

 ऒ ୀ نای پروردگارহ مد وॐ پس  ازସ تادণر اතࡗख़ ی داৣم ازਗ ی ود لازمਊ࡝৅ رන඿ی د༚نای آপ پاس  ୍م ଘ 

୓  و  شان و ৳مام ୓ଡ ਝ ی دॼ࡬وزا  ૗ه ॺࡗ૗ه ख़࡛ࢴتॺࡗ خلاق ଘ ૼن آड़و౻ංند و ଘ پاس آ૏৅ه از علم و ا

 ام  ھࢠ಻ൾ൒ن از اণتاد ඟ໋اਗی.  صേ࣓ماพ় ଡࢁ঍ ඟ࣒م  ী୓شان و خاජໍات ඵහرਣশی ୀ ଒ا৤م رऴم زد৯د، پشتیبا਩ی

  .و ী୓ ਝشان  ਟی ৩ھاশࢌ ণپاسࢂචارم ਣশ඼මম ଓی ଘ خاජໍ ৳مام ख़࡛ࢴت ୓  خاৣم دන඿ر ग़࠳ઍو

از یاری ୓ی دॼ࡬وزاଡ ی ໆرکار خاৣم ൐ख़یدی کارতناس න෥ख़رم মࡑش ূ਼࡛ࣣقات ड़و૘०ه با दدردا਩ی 

خاජໍ ৳مام ख़࡛ࢴت ୓ی ਟی  ଘ،  وا૮ইن و ໆرم سازی رازی ૚ൌॲه ॷمال ໇رق و পناب آ༚ی ඼ෙय़وز 

و৯د ୀای اীشان آروزی سلاक़ت و ॣعادت و ड़وनࡺࢹت روزاල່ون دارم  ৒భࡂشان ،   .از భگاه ೯دا



 

، و ৳مام دوণتان ସ୍م  ਾഊࣨون  وا૮ইن و ໆرم سازی رازی  ن از ৳مام کار঍نان න෥ख़رم ड़و૘०هو భ پایا

   .و ণپاسࢂචارم

 ඇඖنا ൌॲبان

١٣٩٢ 

  

  

  ৎقد৤م ख़ ଘࡗතر ارزേॷند پدر و ماସ భ୍م، 

وओودشان ଘ پاس ඵ෭൓ৎر ੻࣓ࠝم و اিسا਩ی شان از کلૡه اশثار و از ऒودথذতتਜی، ଘ پاس عا૑੎ه ໆرشار و ඟ໋مای اঃیدমࡑش 

భ ଒ اଌن ໆردଌୃن روزگاران න෤঳رଌن پشتیبان ا॥ت، ଘ پاس ق࢑ࢋ ୓ی ୁرঝشان ඼່ ଒یاد رس ا॥ت و 

ඟدا਩ی و ୃس భ پنا঒شان ९ ଘجاࠥت ਗی ඟ໋اید، و ଘ پاس ख़࡛ࢴت ୓ی ਟی ৒భࡂشان ඼່ ච໋ଽ ଒وইش ਖ৶ی ঍ند    .ໆر໋

  



 

  ৎقد৤م ଘ ھࢡඥر ସ୍م

گام ૼن রوده، و  ا॥ت، او ଒ا਩ی اش اঃید ز৯دজ࣓م و پناه ീࣺتോ࣓م ඼ෙय़ ଒ب ि࡭وق، پشتیبان و ھज़ از آغاز راه ھࢤواره

 ൾঃت، اक़رشار از سلاໆ ی੾ࣜੁख़ࢌ، آඇࢤود৶ اھم඼່ م৤اୀ شীش و آساज़را.  

  

  ৎقد৤م ଘ خاৗواده ऒوলم، 

 .ھࢡ࡯ࡶජان ඼ෙय़بان ز৯دজ࣓م ଘ  خاජໍ ھૡه ی ख़࡛ࢴت ী୓شان

  

  

  

  چكيده

 ژن آنتينسبت به كل آن  ژن آنتيي يك توپ اپي ي ايمني القا شده توسط نواحي ها وارد پاسخمدر بعضي 

و عمدتا  كردهانرژي سيستم ايمني روي نواحي غيرضروري جلوگيري  اتلافكند زيرا از  قوي تر عمل مي

 ژن آنتي توپ اپي از اين رو تهيه بخشي از پروتئين و يا . شود متمركز مي ژن آنتييك ژن آنتينواحي  بر روي



 

ديگر از  توپ اپي مي تواند در كنار چندين  ،نمايد ميكه بيشترين تحريك كنندگي را در ميزبان ايجاد 

سريع و  با كارآئي بالا براي ايجاد ايمني) fusion protein(مختلف بشكل يك پپتيد تركيبي  هاي ژن آنتي

ي از جمله انتريت ي مهلكها بيماري عاملكلستريديوم پرفرنژنس . به كار گرفته شود در ميزبان چندگانه

آن از اهميت  يها ژن آنتيي  ، از اين رو مطالعهاستدر انسان و دام  ...نكروتيك، انتروتوكسمي، قانقاريا و

 ي ژنيسيته آنتيمتشكل از نواحي با  پروتئينيي فيوژن  هدف از اين پروژه نيز تهيه. زيادي برخوردار است

براي اين . يك آن مي باشدژن آنتيبررسي خواص بالا از توكسين بتا و اپسيلون كلستريديوم پرفرنژنس و 

، توسط لينكري ي مناسبها و پس از برش با آنزيم ي دو توكسين تكثير يافتهتوپ اپي منظور ابتدا قطعات 

كلون  (+)pET21aو  pTZ57Rفيوژن ژن حاصل در وكتور . شدندكه طراحي شد به يكديگر متصل 

منتقل و پروتئين  E.coli BL21(DE3)، به سلول بياني ي فيوژن حاوي قطعه (+)pET21aوكتور . گرديد

و  ELISAي ها يك آن با استفاده از روشژن آنتيي ها بيان پپتيد نوتركيب و ويژگي. گرديد نوتركيب بيان

قادر است يوژن پروتئين نوتركيب فه نتايج اين بررسي نشان داد ك. وسترن بلات مورد ارزيابي قرار گرفت

فيوژن پروتئين توسط كروماتوگرافي . ي ضد توكسين بتا و اپسيلون واكنش دهدها به خوبي با آنتي بادي

يد آنتي بادي پلي كلونال عليه آن، به موش تزريق و جهت تولنيمه خالص تهيه  بصورتژل راسيون تفيل

واكنش مناسبي با نتايج نشان داد كه آنتي بادي نوتركيب ضد فيوژن پروتئين قادر است . شد

و نسبت به آنتي بادي طبيعي از حساسيت بالاتري برخوردار مي ي بتا و اپسيلون برقرار نموده ها توكسين

بادي  آنتي ي براي بنابراين آنتي بادي نوتركيب ضد فيوژن پروتئين مي تواند جايگزين مناسب .باشد

بتا و  ي تشخيصي براي تشخيص كلينيكي توكسينها طبيعي ضد دو توكسين باشد و در طراحي كيت

ي نهائي بعنوان كانديد ها همچنين در صورت بهينه نمودن توليد و واكنش .اپسيلون به كار گرفته شود

  .واكسن نيز پيشنهاد گردد

  

، نواحي وتئين، فيوژن پرا توكسينكلستريديوم پرفرنژنس، اپسيلون توكسين، بت: لمات كليديك
  ييزا ايمني، ژنيك آنتي
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Abbreviation 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

OPD:O-PHENYLENEDIAMINE 

DAB:DIAMININOBENZIDINE 

TMB: Tetramethylbenzidine 

BF5: Beta Toxin Frangment 5 

EF14: Epsilon Toxin Fragment 14 

BF5/EF14 Fu. : Beta Toxin Fragment 5/Epsilon Toxin Fragment 14 Fusion Protein 

FUSION RP : FUSION RECOMBINANT PROTEIN 

BT: Beta Toxin 

Rec Ab : recombinant antibody 
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  ومكلستريدي جنس-1- 1

، گرم مثبت و بي هوازي هستند كه قادرند آندوسپور توليد كنند ي ميله اي شكلها باسيل ها كلستريديوم

ي ها بيشتر گونه. )كلستريديوم راموزوم (شاهده نشود مممكن است اسپور  ها بعضي گونهو در 

م پرفرنژنس كه غير متحرك ، به استثناي كلستريديوپيراموني هستندي ها كلستريديوم متحرك با تاژك

بسياري از  وكنند  ، اسيد و گاز توليد ميربوهيدراتساكاروليتيك بوده و از ك ها برخي از گونه. باشد مي

ن بوده و وكروم در انتقال الكترون به اكسيژفاقد سيستم سيت ها كلستريديوم. باشند پروتئوليتيك مي ها آن

، نمايند سوپراكسيد توليد مي ژنه واكسي ب، اكسيژن را احيا كرده و آي فلاووپروتئينها تفاده از آنزيمبا اس

سمي  يها وم پراكسيداز جهت از بين بردن فراوردهفاقد آنزيم كاتالاز و سيتوكر ها همچنين اين باكتري

  )Ryan and Ray 2004( )Brüggemann and Gottschalk 2009(.باشند حاصل از متابوليسم مي

د و به عنوان بخشي از فلور ميكروبي طبيعي در دستگاه ن، آب و فاضلاب وجود دارها در خاك اين باكتري

كه  است گونه از كلستريديوم شناخته شده 100تاكنون بيش از . باشند مي ها انارش حيوانات و انسگو

انساني  زاي بيماريبه عنوان  ها آن، در حالي كه بعضي از ساپروفيت و بي ضرر بوده ها آناز  بسياري



 2كليات                                                                                                       : فصل اول
 
 

 

ي ذيل در دسترس ها بيماريي  به عنوان عوامل ايجاد كننده ها آنشناخته شده اند و مدارك مستندي از 

كلستريديوم (، قانقاريا يا ميونكروز )لينومكلستريديوم بوتو(بوتوليسم ) كلستريديوم تتاني(است؛ كزاز 

با  ها امروزه كلستريديوم. )كلستريديوم ديفيسيل(كوليت مرتبط با آنتي بيوتيك و  و اسهال) پرفرنژنس

  . باشند وليت و اسهال در ارتباط مي، كي غذاييها ت، مسموميي نرم و پوستها عفونت بافت

  معرفي كلستريديوم پرفرنژنس-1-1- 1

ين ا. باشد كه قادر به تشكيل اسپور مي كلستريديوم پرفرنژنس يك باكتري گرم مثبت بي هوازي است

 ها اني حيوانات و انس و معمولا در روده ي گسترده اي مثل خاك، آب، فاضلابها باكتري در محيط

ان اين باكتري در انس. )Rood and Cole 1991(د بيماري زا باشدتوان ميشرايط خاصي  درحضور دارد و 

كه در ساير  شود در حالي مي انتريت نكروتيكمسموميت غذايي و  يي مثلها انقاريا و بيماريمنجر به ق

كلستريديوم پرفرنژنس به . كند ايجاد ميبيشتر را تروتاكسميك ني روده اي و اها جانوران بيماري

و  ها زخم مسئول ي متعددي توليد ميكند كهها و آنزيم ها ي سالم هجوم نبرده بلكه توكسينها سلول

د و هر ي كلستريديوم پرفرنژنس دار سويه ي توليد شده بستگي بهها توكسين. باشند علائم بيماري مي

هاي كلستريديوم حيح پاتووار، تشخيص صبنابراين. كسين سندروم خاصي را ايجاد ميكندنوع تو

مثل ي موثر  چنين در اجراي اقدامات پيشگيرندهپرفرنژنس در مطالعات اپيدميولوژيك و هم

، آلفا، بتا(توكسين اصلي  4ري براساس توليد ي اين باكتها سويه. واكسيناسيون بسيار حياتي است

البته . )Cavalcanti, Porto et al. 2004(شوند تقسيم مي) A,B,C,D,E(ايزوتايپ  5به ) اپسيلون و يوتا

به  توان ميجمله آن نوع توكسين با تركيبات مختلف را توليد كند كه از  16د تا توان مياين باكتري 

) CPB2(توكسين  2و بتا) CPE(، انتروتوكسين )O )PFOي كشنده اي مثل پرفرينگوليزين ها توكسين

  )Uzal, Vidal et al. 2010(اشاره كرد

كه در ابتدا با باشد  در انسان مي قانقاريا، گسترده بوده و مسئول ايجاد Aكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

ي غير انتروتاكسميايي ها زايي سوشاساس بيماري . شود فا توكسين و توكسين تتا ايجاد ميآل
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، شوند نتروتاكسمي و انتريت جدا ميكه به وفور از حيوانات مبتلا به ا Aكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

    .معلوم نشده است

باشد اما  مي) ε(اپسيلونو ) β(بتا، )α(آلفا توليد كننده سه توكسين  Bكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

 يي مثلها دامها در  و نكروز بافت ميكه باعث بيماري انتروتوكس كند وليد ميرا ت )β(بيشتر توكسين بتا 

در انسان نيز اين تيپ از باكتري به همراه سه توكسين توليدي . شوند ها مي ها و بچه خوك ها، بره گوساله

  .)Niilo 1980(شود اي مي باعث ايجاد مسموميت و نكروز بافتي و ورم روده

با هم  همراهي اين دو توكسينكه  كند توليد ميرا  βو  αدو توكسين  Cكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

شود كه عمده ترين عامل مرگ و مير در  در كودكان مي) التهاب نكروزان روده( 1باعث بيماري پيگ بل

  .)Niilo 1980(باشد كودكان گينه نو مي

در اين تيپ از باكتري . شناخته شده است ها بيشتر از ساير تيپ، Dكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

اين تيپ باعث . شود كه توكسين اپسيلون بيشترين ميزان توليد را دارد توليد مي ε و αي ها توكسين

  .)Niilo 1980(شود مي ها بيماري انتروتوكسمي كشنده در حيوانات اهلي به خصوص گوسفندان و بره

اين  Dبرخلاف تيپ . استو توكسين آلفا  )t(توليد كننده توكسين يوتا  Eكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

هاي مشابه از جمله نكروز بافتي و اسهال و  تيپ هنوز به طور كامل شناسايي نشده است و باعث بيماري

  .)Billington, Wieckowski et al. 1998(شود مي ها و بره ها انتروتوكسمي در گوسالهو ورم روده 

  

  

  

  

                                                 
1 Pig bell 
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  ي كلستريديوم پرفرنژنسها توكسين-1-2- 1

  توكسين آلفا -1-2-1- 1

ي تيپ ها البته سويه، شود لستريديوم پرفرنژنس توليد ميي كها ي سويه توسط همه )CPA(آلفا توكسين

A كنند ي كلستريديوم توليد ميها اير تيپرا نسبت به سآلفا بيشتري از توكسين  مقادير. CPA ي  نمونه

ي فسفاتيديل كولين و  به عنوان يك آنزيم عمل كرده و با تجزيهسين است كه كلاسيكي از يك توك

ي جانوران ها و ساير سلول ها روسيتي يوكاريوتي، به غشاي اريتها اسفنگوميلين موجود در غشاي سلول

 در. وانات هنوز مورد بحث و گفتگو استنقش اين توكسين در بيماري زايي حي. رسانند آسيب مي

. شود است مي ها تاكسمي حاد در برهي زرد كه فرمي نادر از انترو گوسفندان باعث ايجاد بيماري بره

در اين  .باشد در انسان دخيل مي قانقاريايماري توكسين آلفا به عنوان اصلي ترين توكسين در ايجاد ب

از دست دادن اعضاي بدن  مجبور بهها و پيشرفت نكروز  بيماري افراد بيمار به دليل درگير شدن بافت

 Uzal, Vidal et(شود مي ها آنهاي پيشرفته و وخيم باعث ايجاد شوك و مرگ  شوند و در نمونه خود مي

al. 2010(.  

 (IXT ) توكسين يوتا-1-2-2- 1

ي حيوانات زياد شناسايي نشده است با ها در بيماري )IXT(ي كلستريديوم پرفرنژنسنقش توكسين يوتا

، Eي روده اي ايجاد شده توسط كلستريديوم پرفرنژنس تيپ ها عامل بيماري رود كه احتمال مياين حال 

  )Uzal, Vidal et al. 2010(.باشداين توكسين 

  )CPB( وكسين بتات- 1-2-3- 1

شود مسئول آنتريت نكروتيك و  توليد مي Cو  Bتوكسين بتا كه توسط كلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

شنده و نكروز كه ك CPB2توكسين . ي حيواني استها گونهاز انتروتاكسمي به ويژه در نوزادان بسياري 

ي ها بيمارياز گردد و عامل بسياري  ي كلستريديوم پرفرنژنس توليد ميها ي تيپ دهنده است توسط همه
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، اما اطلاعات خيلي كمي براي اثبات اين ادعا در دست شود يتلف حيوانات در نظر گرفته مي مخها گونه

  )Uzal, Vidal et al. 2010(..است

اين ژن  .كلستريديوم پرفرنژنس قرار دارد ي ازدر پلاسميد بزرگنام دارد و  cpbژن كد كننده توكسين بتا 

به ترمينال اين پروتوكسين -Nاسيد آمينه ناحيه  26. كند اسيد آمينه را كد مي 336يك پروتوكسين با 

يك پروتئين با وزن مولكولي  cpb شود و در نهايت،  توالي سيگنالي در طول ترشح حذف مي عنوان يك

توالي يابي شده است كه شباهت  C و B ي ها ژن توكسين بتا از تيپ.  كند كيلودالتون كد مي 34.861

اين  1كه حتي منطقه شاين دالگارنو مشاهده شده است ها ن بتا اين تيپتوكسي OR  زيادي در منطقه

  )Uzal, Vidal et al. 2010( .بالاتر از اولين كدون شروع قرار گرفته است bp7توكسين در هر دو تيپ 

دو   .توكسين بتا مهمترين اثر را در فعاليت كشندگي توكسين دارد 212قعيت آمينه آرژنين در مواسيد

به رسپتور  توكسين در اتصال 266و ترئونين در موقعيت  265ي لوسين در موقعيت  اسيدآمينه

- 102نال بين آمينواسيد ترمي-Nي ناحيه. )Nagahama, Kihara et al. 1999(سلولي نقش دارند

سطوح در دسترس پروتئين هستند  cpbدر  281- 290ترمينال بين - Cو ناحيه  146-149ي  ، ناحيه80

)Hunter, Brown et al. 1993(.   

هايي در غشا باعث ليز سلولي  با ايجاد كانال وهموليزين بوده  -بتا جزو خانواده لوكوسيدين كسينتو

بتا يك  توكسين. (Hunter, Brown et al. 1993, Nagahama, Hayashi et al. 2003) شوند مي

 ,.Hsieh, Stewart et al. 1998( )Jin et al( بوده ng/kg310 =LD502 ابپروتئين حساس به تريپسين 

توكسين بتا يك پروتئين . شودميكلستريديوم پرفرنژنس توليد   Cو  Bهايسويهكه توسط ) 1996

از فعاليت % 90درجه سانتي گراد نگهداري شود، حدود  50ساعت در  1ناپايدار در مقابل دما است و اگر 

در  4و دانكن 3توكسين بتا اولين بار توسط ساكوري. شود ميدهد و تقريباً غيرفعال  خود را از دست مي

                                                 
1 Shine dalgarno sequence 
2 Lethal dose 
3 Sakurai  
4 Duncan 



 6كليات                                                                                                       : فصل اول
 
 

 

- به دنبال آن ژن توكسين بتا . )Sakurai and Duncan 1977(خالص سازي و شناسايي شد 1977سال 

با استفاده از پروب  ها آن. توالي يابي شد 1993و همكارانش در سال  1نترها كلون و توسط

توكسين بتا را از ، توانستند ژن توكسين خالص شده Nي پايانه شده براي توالي اليگونوكلئوتيدي طراحي

  .)Hunter, Brown et al. 1993(جدا كنند Bكلستريديوم پرفرنژنس تيپ 

باعث از بين رفتن فعاليت كشندگي  دكنندهتيماركردن توكسين بتا با تيول تغيير يافته يا عوامل اكسي

حضور دارد كه در همه  133-138ناحيه اي غني از گلاسين در موقعيت   cbpدر. شود توكسين بتا مي

هيدوروفيل   آلفا توكسين Cي  ناحيه پايانه. باشند رد مشابه ميحضور داشته و داراي عملك ها توكسين

توكسين بتا  Nي  شود در حاليكه ناحيه پايانه ل ميبوده و اين ناحيه باعث اتصال توكسين به سلو

و  2گيبرت .)Bhakdi and Tranum-Jensen 1991(گيرد وب بوده و بين غشاي سلولي جاي ميهيدورف

كه توكسين بتا براي موش مرگ آور بوده و خاصيت  كردندگزارش  1997همكارانش در سال 

. )Gibert, Jolivet-Renaud et al. 1997(داردروده اي  407ي رده ها در سلول سيتيسيتوتوكسي

اين اي  توالي اسيدآمينه. باشد كلستريديوم پرفرنژنس مي 3توكسين بتا يكي از فاكتورهاي ويرولانس

توكسين بتا  .ي مشابه داردها توكسين آلفا استافيلوكوكوس اورئوس و توكسين باتشابه % 17- 29 وكسينت

بوده در حاليكه  5و هم مولتي مريك 4خالص شده از كلستريديوم پرفرنژنس هم به اشكال مونومريك

 Hunter, Brown(باشد شود كاملاً به شكل مولتي مريك مي توليد مي Ecoliتوكسين بتا نوتركيب كه در 

et al. 1993( . 

  

  

  
                                                 
1 Hunter 
2 Gibert 
3 virulence factor 
4 monomeric 
5 multimeric 


