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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 22-21 ، صفحه5931 بهمن، 2، شماره نوزدهمدوره 

 کلونینگ و بیان فرم جهش یافته و غیرفعال توکسین بوردتلا پرتوسیس سویه بومی ایران

 
  5(MSc) ، فائقه کاظمی5(PhD) ، فرشته شاهچراغی5(MSc) ، وجیهه سادات نیک بین5(MSc) بهرام کحالی

 *2(PhDPharm.D ,)، ملیحه کرامتی 5(MSc) مریم رفیع پور

 

 

  ایران  انستیتوپاستور بخش میكروب شناسی،-5

 ایران بیوتكنولوژی، انستیتوپاستور نانوبخش  -2

 

 26/52/31 ، پذیرش:6/3/31 ، اصلاح:9/1/31دریافت: 

 خلاصه
غم کاهش علیر .است یعفون یها یماریب از یناش مرگ عمده عاملده  از یكو یدر نوزادان و کودکان  ژهیو به یتنفس دستگاه یمسر و حاد یماریب سرفه اهیس :سابقه و هدف

باکتری و  ژنتیكی تنوعاز  ناشی یدیپد باز یانگرب یراخ دههدر  یماریب یشافزا، (Bordetella pertussis) عامل بیماریزا شده کشته یباکتر با ونیناسیواکسابتلا به دلیل 

فعال  ریع بپروتئین نوترکیمطالعه این در بنابراین طراحی واکسنهای جدید و موثر بر پایه سویه های شایع هر جمعیت امری ضروری است.  .استناکارمدی واکسن های کنونی 

 .شد دیتولغیر سلولی  یواکسنها دیجد نسل هیپا برسویه شایع بیماریزا در ایران  (PTX،سیپرتوس نیتوکس) ییایباکتر ژن یآنت نیمهمتر

یاه آزمایشگاه مرجع ساز  سویه باکتری مورد استفاده در این مطالعه جهت استخراج ژنوم و تكثیر ژن، از بین سویه های بیماریزای جدا شده از بیماران ایرانی :هامواد و روش

و  ریتكث (PTX)ناحیه فعال آنزیمی ptx-s1قطعه  ک،یژنوم DNAتخراج اس و یباکتر کشتپس از . بخش میكروب شناسی انستیتو پاستور ایران انتخاب شده است سرفه

قطعه شد.  ارزیابی یتوال نییتعبا  وانجام  یسینبه گل 523 یداس یکو گلوتام یزینبه ل 3 جهش زایی هدفمند آرژنین ی،اختصاص یمرهایبا استفاده از پراو کلون  51pUCدر 

 بلاتایمونو و  SDS-PAGEتوسطسپس  .و بیان شد القا mM IPTG 1/2 باBamHΙ/NdeI  یگاههایجاو  E.coli BL21 pET15b–سیستم  درجهش یافته 

 ..شدمشخص  نیپروتئ غلظتانجام و  یلیتما یبا کروماتوگراف یساز خالص .شد یابیارز

پروتئین تایید  انیب  Anti-Hisیباد یبلات با استفاده از آنتایمونوو در ژل   28kDaباندوجود . شد دییتابا تعیین توالی  Glu129Lys, Arg9Gly جهش های :هایافته

 .شد یخالص ساز mg/ml 96/2به مقدار نیپروتئ. کرد

 یطراح جهت ژنها آنتی سایر با ترکیبی در یا و تنهایی به تواند می ایران در بیماریزا غالب سویه PTX ایمونوژن فعال و غیر فرم بر اساس نتایج این مطالعه گیری:نتیجه 

 .یردمورد استفاده قرارگ یبدون سلول یواکسن ها

 .هدفمند یی، جهش زاغیر سلولی، واکسن نیتوکس س،یبوردتلا پرتوس :های کلیدیواژه

 

  مقدمه

است  به شدت مسری و مزمن سیستم تنفسی انسان ،بیماری حاد سیاه سرفه

 Bordetellaباکتری گرم منفی پاتوژن بوردتلا پرتوسیس آن  که عامل

pertussis  سنی مستعد ابتلای به این بیماری . تمام گروه های (5)می باشد

و انجام  5312تا قبل از سال . (2)هستند با این حال در نوزادان شیوع بیشتری دارد

و میر در نوزادان بود، اما با  واکسیناسیون، سیاه سرفه یكی از عوامل عمده مرگ

واکسیناسیون جهانی میزان مرگ و میر ناشی از بیماری به طور قابل ملاحظه ای 

، واکسن سلولی آن تحت عنوان B. pertussisپس از شناسایی (. 9)کاهش یافت

Whole Cell ی روش های مختلفکشته شده یا سم زدایی شده با اکتری شامل ب

. (4)مثل تیمار با گلوتارآلدئید یا فرمالدئید جهت کنترل بیماری طراحی و ساخته شد

 (5و1) را در پی دارد تب، تشنج و آنسفالوپاتیواکسن سلولی عوارض جانبی مانند 

 آن در برخی از کشورهاکاهش اعتماد عمومی و عدم استفاده از  که این موضوع باعث

 غیرسلولی هایواکسنتحت عنوان  رو نسل جدیدی از واکسنهااین شده است از

Acellular vaccine  ی اثرات جانبی به دارا ها. این نوع واکسن(6)ندشدمعرفی 

                                                 
 می باشد. بخش میكروب شناسی انستیتوپاستور ایران 661 و طرح تحقیقاتی به شماره این مقاله حاصل 

 ر ملیحه کرامتی دکت: مقاله مسئول*

  E-mail: mlh_keramati@yahoo.com                  112-46221246تلفن:  .نانوبيوتکنولوژی، بخش رانیتوپاستورايانست ،فروردین 21خيابان  ،تهران :آدرس

 

ر بسیاری از د و و پروفایل ایمنی موثرتری می باشند کارایی بسیار بالا ،مراتب کمتر

شده  یواکسنهای سلول جایگزیندر برنامه واکسیناسیون کشورهای توسعه یافته 

 رایج حاوی یک یا چند فاکتور بیماریزا  غیر سلولی واکسنهای .(7و1)است

B. pertussis  مانند توکسین پرتوسیسPertussis toxin(PTXهماگلوتینین ،) 

 Pertactin(، پرتاکتینFHA)Filamentus Haemaglutininرشته ای 

(PRN)  فیمبریه وFimbriae(fim)  در حال حاضر بیش از ده  .(9و1)است

 شده است که در تعداد و نوع آنتی ژن در سراسر جهان تولید غیر سلولینوع واکسن 

نوع مختلف از آنتی  1تا  5 حاوی این واکسنها اغلب. (7)های فرموله شده متفاوتند

که با شیوه های جزئ ثابت آنهاست  PTXمی باشند ولی ژنهای بوردتلا پرتوسیس 

 عضوو  521kDa پیچیده اگزوتوکسین  PTX.(9و7)شده استغیرفعال مختلفی 

به ترتیب  واحد زیر 5 توکسین از این می باشد.  ABجزئی دو توکسینهای خانواده

S1-S5 آن  سمیواحد آنزیماتیک و  زیر شده، تشكیلS1 PTX-  دارای فعالیت 

ADP درجهش  با ایجاد اخیر تحقیقات در. (3)ریبوزیل ترانسفرازی می باشد 
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J Babol Univ Med Sci; 19(2); Feb 2017                                                                                                                                                                                         25 
Cloning and Expression of Mutant and Inactive Form …; B. Kahali, et al 

( غیر فعال -S1 PTXتوکسین پرتوسیس، ساب یونیت یک توکسین )فعال  جایگاه

 توکسین .(52و55)ایمنوژنیسیته تولید شده است خواصو در عین حال با حفظ 

این ژن عامل بیماریزایی  تغییرات ژنتیكی . شود می کد ptxژن  توسط پرتوسیس

الل  دو کهاست  الل 11 دارای این ژن و شده استپیدایش آللهای متعددی موجب 

ptxP1  وptxP3 مطالعات  .(52) دارد بیشتری در بین سویه های بیماریزا فراوانی

 B. pertussisسویه های ( پلی مورفیسم)شیفت آللیک نشان داده است که 

ناشی از  ایمنی بهموجب گریز باکتری از سیستم ایمنی و مقاومت باکتری نسبت 

به نظر می رسد پلی مورفیسم ارتباط مستقیمی با  .(59و54)واکسیناسیون می شود

براساس گزارشات ارائه شده  .(1و59و51)اردبازپدیدی بیماری سیاه سرفه در جهان د

در ایران، ابتلا به بیماری  33%در سال های اخیر با وجود پوشش واکسیناسیون حدود 

سلولی برپایه سویه  سالهاست که واکسنکشور ما در  .(56و57)افزایش یافته است

 . یردتولید و مورد استفاده قرار می گ استاندارد

های یهدر برابر سوواکسن کاهش مصونیت زایی  افزایش گزارشات بیماری موید

هایی نیاز به طراحی و تولید واکسنجمعیت ایران می باشد بنابراین  در گردش کنونی

ا باین مطالعه در  امری ضروری به نظر می رسد.بر اساس سویه های غالب موثر و 

ناشی از سویه های ارسالی به آزمایشگاه مرجع اطلاعات اپیدمیولوژیک استفاده از 

عال و توکسین پرتوسیس غیر ف شناساییغالب  لسیاه سرفه، سویه بومی دارای آل

  .تولید و تایید شدنوترکیب آن 

 
 

 هامواد و روش

سویه باکتری مورد استفاده در این مطالعه : و استخراج محتوی ژنومی کشت باکتری

جهت استخراج ژنوم و تكثیر ژن، از بین سویه های بیماریزای جدا شده از بیماران 

ایرانی و بر اساس تحقیقات انجام شده در مورد پلی مورفیسم شایع آنتی ژنهای 

آزمایشگاه مرجع سیاه سرفه بخش میكروب ( اطلاعات منتشر نشده)باکتریایی 

ی باکتری در گلیسرول دخیره ابتدا از. انستیتو پاستور ایران انتخاب شده است شناسی

 .(51)درجه کشت انجام شد 97ساعت در دمای  72محیط کشت رگان لو به مدت 

 Bacterial Genomic DNA extraction محتوی ژنومی با استفاده از

kit (Roche)   کیفیت و کمیت واستخراجDNA  شده به ترتیب با استخراج

  .و اسپكتروفتومتری ارزیابی شد%5الكتروفورز ژل آگارز 

 ptx-s1تكثیر : ((ptx-s1توکسین پرتوسیس ناحیه فعال آنزیمی تكثیر و کلون 

آنزیم  و با استفاده از پرایمرهای اختصاصیاست  که بخش فعال آنزیمی توکسین

Pfu در پرایمر (5)جدول نجام شدا .Forward جایگاه برش آنزیمهایKpnI  

)جهت کلون قطعه در   NdeI( و جایگاه آنزیمpUC18)جهت کلون در وکتور 

  Reverseدر پرایمر  BamHI( و جایگاه برش آنزیم pET15bوکتور بیانی 

 به صورت پر رنگ تر مشخص شده است.

 high pureکیت باقطعه تكثیر شده : pUC18در وکتور  ptx-s1 ینگکلون

PCR product purification kit (Roche Diagnostic, Germany) 

 KpnI/BamHIی در جایگاههای اختصاصی هضم آنزیمخالص سازی شد و بعد از 

کلون  C4 لیگاز در T4 DNAآنزیم  باواکنش لیگاسیون با  pUC18وکتور 

ترانسفرم شیمیایی با روش  E.coli DH5a  competent cellبه شد و سپس

 Ampicillin 5/2حاوی  agar  LB رشد یافته در کلونهای از .شدند

mg/ml  صورت تصادفی چند کلون انتخاب و بهClony-PCR  .انجام شد

( کشت و استخراج پلاسمید انجام و با هضم (pUCptx-s1کلونهای مثبت حاوی 

 آنزیمی تایید شدند.

طراحی پرایمر بر اساس تغییر اسید آمینه : ptx-s1ایجاد جهش های هدفمند در

با   (E129G)به گلیسین 523و گلوتامیک اسید  (R9K)به لیزین  3آرژنین 

 Gene 21/9 انجام و سپس با نرم افزارهای  ®GeneArtاستفاده از نرم افزار

Runner، Primer premier  ساختارهای ثانویه و دماهای مناسب جهت انجام

 (. 2تكثیر بررسی شد )جدول

-pUCptxلاسمید پ نوکلئوتیدی های تغییر یافته پر رنگتر نشان داده شده است.

s1   به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت در دور اول با استفاده از پرایمرهای

ترانسفرم شد پس   E.coli DH5aانجام و پلاسمید به R9Kاختصاصی جهش 

 E129Gاز تایید این پلاسمید برای ایجاد دومین جهش با استفاده از پرایمرهای 

سپس به باکتری ترانسفرم شد. غربالگری  به عنوان الگو وارد واکنش تكثیر و

  با هضم آنزیمی و تعیین توالی انجام شد. pUCmptx-s1کلونهای حاوی 

 

 5ptx-sتوالی پرایمرها، غلظت مواد و برنامه دمایی واکنشهای زنجیره ای پلیمراز جهت تكثیر  .5جدول

 

 پرایمر توالی

5  TTGGTACCACATATGCGTTGCACTCGGGC  3 forward PTX-S1-FKN   (KpnI,NdeI) 

5 CCGGATCCTAGAACGAATACGCGATGCTTTC  3 Reverse :    PTX-S1-RB    (BamHI) 

 مقادیر جهت انجام واکنشهای زنجیره ای پلی مراز انجام واکنشهای زنجیره ای پلی مرازبرنامه دمایی 

 نام ماده مقدار ماده مورد نیاز مرحله دما زمان

 c31 Initial denaturation l1/2 10X Buffer° دقیقه 7

 c31 Denaturation l2 dNTP (20mM)° دقیقه 5

 c5/61 Annealing l6/2 Primer F ( 10pmol)° دقیقه 5

 c72 Extension l6/2 Primer R( 10pmol)° دقیقه 5

 c72 Final extension l5 DNA Template° دقیقه 52

92Total cycle :  
l5 Pfu Polymerase (2.5U/l) 

21 Up to l Water  purified 
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22                                                                                                                                                             5931بهمن / 2نوزدهم/ شماره مجله دانشگاه علوم پزشكی بابل، دوره 

 و همكارانبهرام کحالی  ؛ …کلونینگ و بیان فرم جهش یافته و غیرفعال

 

 pUCmptx-s1توالی پرایمرهای دارای جهش، غلظت مواد و برنامه دمایی واکنشهای زنجیره ای پلیمراز جهت تكثیر و ایجاد  .2جدول 
 پرایمر های جهش زا توالی نوکلئوتیدی

5´ CCGCCACCGTATACAAGTATGACTCCCGCCC3 PTX-S1F: R9K 
5´GGGCGGGAGTCATACTTGTATACGGTGGCGG3´ PTX-S1 R: R9K 

5´ CCACCTACCAGAGCGGG TATCTGGCACACCGG3 PTX-S1F: E129G 
5´ CCGGTGTGCCAGATACCCGCTCTGGTAGGTGG3 PTX-S1R: E129G 

 مقادیر جهت انجام واکنشهای زنجیره ای پلی مراز برنامه دمایی انجام واکنشهای زنجیره ای پلی مراز
 نام ماده مقدار ماده مورد نیاز مرحله دما زمان
 Ptx-primer 9 l1/2 10X Buffer دما زمان

 c31 Initial denaturation l2 dNTP° دقیقه 7
 c31 Denaturation l5 Primer F ( 10pmol)° دقیقه 5
 c5/61 Annealing l5 Primer R( 10pmol)° دقیقه 5
 c72 Extension l1/5 DNA Template° دقیقه 5
 c72 Final extension l5 Pfu Polymerase(2.5U/l)° دقیقه 52

92Total cycle : 21 Up to l Purified water 

 هضگگگم آنزیمیبگگا : pET15bدر وکتور بیگانی mptx-s1کلونینگگ قطعگگه 

NdeI/BamHI  پلاسمید تایید شدهpUCmptx-s1) ) قطعه دارای جهش از

در جگگایگگگاه هگگای برش آنزیمی و پس از اسگگگتخراج از ژل پلاسگگگمیگگد خگگارج 

NdeI/BamHI وکتور بیانی N-terminal His-tag) pET15b 1721 

 انجام شد. تكثیرکلون شد. بررسی صحت کلونینگ با هضم آنزیمی وجفت باز( 

ر با القا بیان پروتئین مورد نظ: و تخلیص پروتئین نوترکیب تایید mptx-s1بیان

در دانسیته نوری   IPTGمیلی مولار 1/2میلی لیتر در غلظت  1باکتری در حجم 

پس  پنج ساعت انجام شد. TY2xدر محیط کشت 512و دور  C 97در  1-1/7

 و ایمونوبلات SDS-PAGEبررسی بیان پروتئین با  از القا سلولها جمع آوری و

 -HRPبه عنوان آنتی بادی اولیه و از  Anti His Antibodyاز  با اسگگتفاده

conjugated antibody  3سوبسترا و'- Diaminobenzidine (DAB)  انجام

و  Ni-NTA (Qiagene)خالص سگگازی بر اسگگاس کروماتوگرافی تمایلی شگگد. 

و گرادیانت  8Mجذب پروتئین نوترکیب توسگط یونهای نیكل و با استفاده از اوره 

pH (1 pH  ،1/6محلول لیز اولیه pH  1/1محلول شگگسگگتشگگو و pH  محلول

لیه کنهایی( صگگگورت گرفت و در نهایت با اسگگگپكتروفتومتری تعیین غلظت شگگگد. 

مراحل کلون و بیان، بررسی بیان و خالص سازی طبق دستورالعملهای منتشر شده 

 .(53)انجام شده است

 
 

 یافته ها

سویه بومی منجر به تهیه  B. pertussisاز باکتری DNAاستخراج 

ng/ml 916 طعهق .محتوی ژنومی شدptx-s1   که اسید آمینه است  263شامل

شود. در مرحله اول تكثیر قطعه و جفت بازی می 152منجر به ایجاد قطعه  آنتكثیر

طبق جزییات ذکرشده در قسمت روش انجام شد.  puc18کلون آن در وکتور 

  ( بیانگر تكثیر صحیح قطعه و تایید کلون آن در وکتور مربوطه میباشد.5نتیجه )شكل

و استفاده از  pUCptx-s1الگو قراردادن : pUCmptx-sو تایید  ایجاد جهش

منجر  523و  3پرایمرهای جهش زا به منظور جهش زایی هدفمند در موقعیت های 

جفت باز )مجموع جفت بازهای وکتور و 3500 حدود به اندازه یباندبه تشكیل 

 شد و پلاسمید حاوی قطعه جهش یافته (2616±152 قطعه کلون شده در آن

pUCmptx-s  شكل( قسمت  2به دست آمدA.)  تعیین توالی نوکلئوتیدی

صحت جهش های هدفمند را تایید نمود گرافهای ناشی از تعیین توالی با بررسی 

به  3موقعیت  (CGC)آرژنین جایگزینیموید  Chromasآنها با نرم افزار 

با گلیسین 523موقعیت  (GAA)گلوتامیک اسیدو  R9K(AAG)لیزین

E129G (GGG) شكل است(قسمت  2BوC) پس از تایید جهش ها و هضم .

pUCmptx-s1  با آنزیم هایBamHI  وNdeI  در جایگاههای معادل در

کلون شد. بررسی صحت کلونینگ با هضم آنزیمی  pET15bوکتور بیانی 

BamHI/NdeI  جفت بازی تایید کننده صحت کلونینگ  152و خروج قطعه 

 .(Dقسمت  2)شكل می باشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 .pUCptx-s1و هضم آنزیمی  ptx-s1قطعه  تكثیرنتیجه  .5شكل 
سمت جفت باز PTX-S1  152باند مریوط به محصول  2و ستون  DNAمارکر  5ستون سمت چپ: 

به   BamHIخطی شده با آنزیم pUC18وکتورهای 9و  2، ستون DNAمارکر  5ستون راست: 
هضم آنزیمی با دو آنزیم  4و ستون  جفت باز( 9436) و دارای قطعه )جفت باز 2616)ترتیب فاقد قطعه 

KpnI/BamHI   خروج قطعه کلون شده. محلهای قرارگیری با فلش مشخص شده است.و 

 

در  MPTX-S1 پس از تایید کلونینگ: MPTX-S1بیان پروتئین نوترکیب

وکتور بیانی، وکتور تكثیر شده پس از استخراج و خالص سازی از باکتری تكثیر 

بررسی . ترانسفرم شد E.coli BL21به میزبان بیانی  E.coli DH5aدهنده 

با غلظت   IPTGو محیط کشت نشان داد که IPTGبیان در غلظت های مختلف 

و نگهداری سلولها  به مدت سه تا  1/7-1میلی مولار و القا در دانسیته نوری  1/2

بیان بهینه پروتئین مورد نظر را با وزن  TY2xچهار ساعت در محیط کشت 

 (.9در پی خواهد داشت )شكل 21ولی مولك
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 . pETmptx-s1و تایید وکتور بیانی  pUCmptx-sو تایید  ایجاد جهش .2شكل
 2و 5ستونهای شماره  R9Kجفت پرایمر با استفاده از pUCptx-s1 تكثیر وکتورنتایج : Aقسمت 

در مرحله دوم که در هر دو E129Gتكثیر با جفت پرایمر نتایج  4و 9ستونهای شماره مرحله اول و 

: B. قسمت DNA 1Kb 1، ستون شماره جفت بازی مشاهده می شود  9122مرحله قطعه حدود 

. 512-519نوکلئوتیدهای   R9K(AAG)به لیزین 3موقعیت  (CGC)آرژنین جهش تایید ایجاد

 E129G  (GGG)با گلیسین  (GAA)گلوتامیک اسید 523موقعیت  جهشتایید : Cقسمت 

نكثیر ژن با الگو قرار دادن  جهینت5. ستون pETmptx-s1 دییتا:  D. قسمت 651-656نوکلئوتیدهای

 DNA 4، ستون یکنترل منف 9و2 هایستون ،جفت باز 152قطعه و ایجاد pETmptx-s1 وکتور

1Kb قطعه  یهمزمان وکتور حاو یمیهضم آنز جهینت 1.6 های، ستونpETptx-s1 یها میبا آنز 

NdeI/BamHI ی. محلهااست وکتور قطعه و مربوط به جفت بازی 1721 و 152قطعه  مشاهده و 

  با فلش مشخص شده است. یریقرارگ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و تایید آن به روش ایمونوبلات mPTX-S1و خالص سازی  بیانارزیابی  .9شكل 
از القا  بعدمحتوی پروتئینی باکتری : 2: محتوی پروتئینی باکتری قبل از القا، ستون 5ستون Aقسمت  

: محتوی پروتئینی محلول شستشو در مرحله خالص سازی که فاقد باند 4: مارکر پروتئینی ستون 9ستون 

 kDaوزن مولكولی با  MPTX-S1باند مربوط  به  6و  1می باشد. ستون  MPTX-S1 مربوط

 :ایمونوبلاتبا روش  MPTX-S1 جهش یافته  شناسایی و تایید پروتئین نوترکیب و: Bقسمت  21

 MPTX-S1 نیپروتئمربوط به kDa21 : باند 2کیلودالتون. ستون 572تا  52مارکر پروتئینی  5ستون

 
 جه گیری÷حث و نتیب

 در این تحقیق به طور موفقیت آمیزی ساخت سازه ژنی فرم غیر فعال توکسین

ه نشان دهندبررسی توالی های نوکلئوتیدی . ساخته شد B. pertussisباکتری

ئین بیان پروت. های مدنظر در جایگاه فعال آنزیمی توکسین می باشدصحت جهش

نشان دهنده انتخاب مناسب سیستم  E.coli BL21-pET15bدر سیستم 

بیانی است و سازه های بیانی جهش یافته و میزبان نوترکیب قابلیت نگهداری و 

ورد. بهینه آالعات آتی فراهم میتولید انبوه توکسین در سیستم پروکاریوتی را در مط

سازی روش تخلیص امكان خالص سازی اولیه را براساس کروماتوگرافی تمایلی 

ا این بواکسیناسیون علیه سیاه سرفه تاریخچه ای قدیمی دارد  فراهم آورده است.

ماه و  6روند افزایشی ابتلا بخصوص در جمعیت های زیر  حاکی ازحال مطالعات 

دلایلی مانند کاهش ایمنی بدن پس از واکسیناسیون با  است و سال 52بیش از 

سازگاری پاتوژنها مطرح و گذشت زمان، نقص در انجام کامل واکسیناسیون

بهترین مثال شناخته شده، پیدایش گونه های  سازگاری پاتوژنها در مورد. (22)است

ته شده خآنتی بیوتیک هاست و نمونه کمتر شنامصرف طولانی مدت مقاوم بعد از 

 تغییراتبه دلیل بعبارت دیگر . (59و22)سازگاری پاتوژنها به واکسیناسیون می باشد

پاسخهای ایمنی قابلیت کنترل و دفع میكروارگانیسم متفاوت را نخواهند  ،آنتی ژنی

  .(51و25)داشت 

باکتری ی بیماریزایدر مورد بوردتلا پرتوسیس تغییرات ژنتیكی در فاکتورهای 

باعث پیدایش آللهای متعددی از این ژنها شده است  fha،ptx  ،prn،fimاز جمله 

یاه سرفه بازپدیدی بیماری س وپلی مورفیسم مطالعات متعدد ارتباط مستقیم بین (. 6)

سازمان  در ایران نیز طبق گزارش .(4و51)را نشان داده است جهاننقاط مختلف در 

 در و مورد 31، 2224سال  در سیاه سرفه بروز میزان WHO بهداشت جهانی

 .(56و57)مورد گزارش شده است 612، 2255و در سال  5212، 2221سال 

واکسن کشته شده بر  از استفاده با 5312از ایران دراین بیماری  علیه واکسیناسیون

 شده انجام( Razi-dtwp)موسسه رازی  توسط شده تهیه اساس سویه استاندارد

 اخیر سال چند طی اما .شده است بیماری ابتلا به و سالها موجب کاهش سیر است

مشاهده می  سرفه سیاه بیماری مجدد بروز دیگر، مانند کشورهای نیز ایران در

 .اشدسویه های در گردش ب ژنتیكی شود که یكی از دلایل اصلی می تواند تغییر

بررسی های انجام شده توسط آزمایشگاه مرجع سیاه سرفه در بخش میكروب 

  .(56)شناسی انستیتو پاستور تایید کننده این موضوع می باشد

 بومی برای بیش از نیم قرن موجبدر واقع بكارگیری یک سویه استاندارد غیر 

ناکارامدی برنامه واکسیناسیون علیه سیاه سرفه شده است و جمعیت تحت 

واکسیناسیون علیرغم تحمل عوارض جانبی از مصونیت کامل نیز برخودار نمی 

از  یبییک یا دو و گاهی ترکشامل نسل جدید واکسنها در کنترل سیاه سرفه  .باشند

است که  PRNو  FHAو  PTXمهم بوردتلا پرتوسیس از جمله  آنتی ژنهای

ده ش سلولی در برخی کشور های در حال توسعه جایگزین واکسنهایانواعی از آن 

با استفاده از سویه بومی ایران انتخاب شده بر اساس  تحقیق این در .(6)است

؛ طراحی نسل جدید واکسنهای و بررسی های مولكولی اطلاعات اپیدمیولوژی

بررسی  .نوترکیب وغیر سلولی بر پایه مهمترین توکسین پرتوسیس انجام شده است

ها نشان میدهد توکسین غیرفعال پرتوسیس به تنهایی نیز قادر به ایجاد ایمنی موثر 

اند به عنوان می تو سازه های بیانی طراحی و تایید شده .در برابر باکتری می باشد

که ز آنجاا. برده شودبكار  غیر سلولیمهمترین آنتی ژن واکسن ابزاری جهت تولید 

بنابراین  قرار گرفته استاستفاده سویه بومی ایران در این تحقیق به عنوان الگو مورد 

سازه های بیانی و پروتئین نوترکیب بدست آمده در این تحقیق، امكان طراحی 

بر اساس آنتی ژنهای مهم سویه شایع ایران در مطالعات  سلولی راغیر واکسنهای

 .بعدی فراهم کرده است

 
 

 تقدیر و تشكر

مدیریت بخش میكروب شناسی انستیتوپاستور ایران جهت حمایت بدینوسیله از 

 .گردد می و قدردانی تشكر، از این تحقیق
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Whooping cough is an acute contagious human respiratory disease especially in 

infants and children and is one of the ten major causes of death from infectious diseases. Despite reducing the risk due 

to vaccination with killed bacteria pathogen (Bordetella pertussis), increased disease emerged in recent decades indicates 

re-emerging due caused by genetic diversity of bacteria and the insufficiency of current vaccines. Therefore, the design 

of new and effective vaccines based on common strains of the population is essential. In this study the prevalent strain 

Iranian B.pertussis strains has been selected for gene amplification of pertussis toxin (PTX), the most important antigen 

of bacteria. The toxicity of the PTX related to its enzymatic activity therefore by site directed mutagenesis, the effective 

residues in the active site of the enzyme has been changed and the inactive and safe recombinant was produced. 

METHODS: Bacterial strain used in this study to determine the genome and gene amplification was selected from 

pathogenic strains isolated from Iranian patients from the pertussis reference laboratory of Microbiology of the Pasteur 

Institute of Iran. Genomic DNA was extracted by kit, ptx- s1(the enzymatic fragment of PTX) fragments amplified and 

inserted in pUC18. Site directed mutagenic primers were used for substitution of Arg 9 by Lys and Glu129 by Gly.  The 

confirmed mutant ptx- s1 (mptx-s1) was sub-cloned into expression vector pET15b. The expression of recombinant 

protein in E.coli BL21 was induced by 0.5mM IPTG. The expression was analyzed by SDS-PAGE and immuno-blotting. 

The protein was puifird by Ni-NTA affinity chromatography under denature condition. 

FINDINGS: Sequencing data and restriction enzyme analysis confirmed the gene constructing and mutations. The 

presence of a 28 kDa band in SDS-PAGE and immunoblot showed the expression of mutant PTX. The concentration of 

recombinant protein was 0.36 mg/ml. 

CONCLUSION: The Recombinant protein which was obtained in this study provided the possibility of designing 

acellular vaccines on the basis of important antigens of prevalent strain of B.pertussis in Iran. 

KEY WORDS: B .Pertussis, Toxin, Acellular Vaccine, Site-Directed Mutagenesis. 
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