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 دهيچک

هواي مور ر و شوود، بوه هموین دلیوش روشمي هاي مختلفهاي متعدد باعث بیماريبا ترشح انتروتوکسین اورئوس استافیلوکوکوس: باکتري زمينه و هدف

 در سورم ووونشوود. اده ميهاي مونوکلونال استفباديهاي ايمونوشیمیايي برمبناي آنتيها موردنیاز است. امروزه غالباً از روشآسان شناسايي انتروتوکسین

قبیوش اتصوال  ها ازبادياين آنتي فردوصوصیات منحصربه شوند.يا نانوبادي نامیده مي VHHهاي زنجیره سنگین يافت شده که باديشترسانان آنتيوانواده 

لیوه ع VHHل ها را کانديدهاي جذابي براي توسعه ترکیبوات دارويوي نمووده اسوت. بوراي دسوتیابي بوه مولکووها، آنهاي کوچک نظیر توکسینبه مولکول

 است.شده  تحقیق حاضر انجام استافیلوکوکوس Bانتروتوکسین 

 وکتوور در اداموه .شوده بوودهاي اوتصاصي علیه توکسوین در کارهواي قبوش انجاممنظور جداسازي نانوباديي فاژي بهسازي کتابخانهيغن :هامواد و روش

pCANTAB 5E   حاويVHH  از باکتريE.coli  سويهxl1blueانجام واکنش  پس از ، استخراج وPCR بیواني  وکتوورکلونینگ در ، سوابپرايمرهاي مربوطه با

)+(pET21a هاي برش با مکانNdeI  وXhoI ترانسفورماسویون وکتوور درون بواکتري صورت گرفوت .E.coli بیواني  سوويه(DE3) BL2I نجوام شود. سو س ا

و وسوترن بو ت موورد  SDS-PAGEدرنهايوت بیوان پوروت ین توسوط تکنیوک قرار گرفتند و زمان و شرايط تولید بهینه گرديد،  IPTGها تحت القاي سلول

 ارزيابي قرار گرفت.

موفقیوت  با DE3))BL21 سويه E.coli، توالي نوکل وتیدي ژن آنالیز و ترانسفورم به باکتري (+)pET21aژن نانوبادي درون وکتور  : براي تأيید کلونینگنتایج

 گذاري وسترن تأيید شد.مشاهده و توسط لکه SDS-PAGEپس از القاء، پروت ین فعال درون سلول توسط روش  .انجام شد

عه م در جهوت توسوتوانود گوامي مهو: در اين تحقیق کلونینگ، ساب کلونینگ و بیان ژن نانوبادي انجام شد. تولید اين پوروت ین نوترکیوم ميگيرينتيجه

 اورئوس بردارد.استافیلوکوکوس باکتري  Bرماني جديد و يا تولید واکسن علیه انتروتوکسین هاي دروش

 

 استافیلوکوکوس اورئوس، B، انتروتوکسین VHHنانوبادي،  :کليدي کلمات
 
 

 

 

 مقدمه
بشر از ابتداي ولقت با معضش مسمومیت درگیر بوده و هور 

بار در عمر وود به ايون عارضوه مبوت  شوده انساني حداقش يک

تورين عواموش مسومومیت غوذايي در انسوان است، يکوي از مهم

اسوتافیلوکوکوس هاي سموم باکتريوايي از جملوه انتروتوکسوین
ترين و يکوي از گسوترده استافیلوکوکوس اورئوساست.  اورئوس

هواي حواد و موزمن در ها بوده که عامش عفونتمضرترين پاتوژن

انسان و حیوانات است؛ زيرا که فاکتورهاي متعددي در مقابله با 

کنوود، بخصوووه کوواهش ا وور پاسووخ ايمنووي میزبووان تولیوود مي

اعي در برابور عنوان اولین وط دفها و ماکروفاژها که بهنوتروفیش

هاي اين باکتري با ترشح انتروتوکسین(. 2، 1ها هستند )عفونت

 19 حالشووود، تابووههوواي مختلووف ميمتعوودد باعووث بیماري

انتروتوکسین شناوته شوده و ايون فهرسوت همننوان در حوال 

 (.5و  4، 3افزايش است )

هاي قدرتمندي ژنها سوپر آنتيدر واقع انتروتوکسین

را تحريک  Tهاي هستند که تکثیر غیراوتصاصي سلول

ها نه تنها در رسد انتروتوکسینميبه نظر  (.6کنند )مي

هاي غیر هاي ک سیک استافیلوکوکي بلکه در بیماريعفونت

 هاي(. بروي از انتروتوکسین7، 5عفوني هم درگیر هستند )
هاي گوارشي هستند؛ علت سندرماستافیلوکوکوس اورئوس 

منجر به  1با تولید توکسین  استافیلوکوکوسهاي ديگر گونه
شناسي لیستر، تهران، ايران آزمايشگاه میکروبنویسنده مسئول: جليل فلاح مهرآبادي، * 

                                                                                jalil.Fallah@gmail.com :Email 
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 ینانوباد یانکلون و ب

هاي (، همننین انتروتوکسینTSST-1د )شونشوک سمي مي

SEA-SEE, SHE, SEG  وSEI  نقش مهمي در مسمومیت

غذاهاي مختلف مانند گوشت (. 9، 8کنند )غذايي بازي مي

شیر و محصولات لبني آلوده به  حیوانات و پرندگان،

هاي استافیلوکوکي منابع و حاوي انتروتوکسین استافیلوکوکوس

 از يکي SEBدر اين میان  (،14 ،10بزرگ مسمومیت هستند )

اش ها است که به دلیش وصوصیات ويژهترين توکسینمهم

توجه است اين توکسین بسیار جالم موردتوجه قرار گرفته است.

هاي انتروتوکسین از طريق زيرا ع وه بر اينکه مانند ساير تیپ

نیز  صورت آئروسششود، از طريق تنفس و بهگوارش جذب مي

کنندگي اين انتروتوکسین و (. قدرت ناتوان11يابد )ميانتقال 

عنوان يک عامش بیولوژيک انتشار آن از راه تنفسي اين ماده را به

 کند.مطرح مي

از لحاظ ديگري نیز اهمیت نظامي  Bو  Aاز طرفي تیپ 

صورت فلور دارد؛ باکتري تولیدکننده توکسین در دست افراد به

در تهیه غذاي کارکنان نظامي در  طبیعي وجود دارد، افرادي که

مناطق جنگي فعالیت دارند اگر مسائش بهداشتي را رعايت 

نکنند و همننین در سیستم نگهداري و انتقال غذا مسائش 

بهداشتي رعايت نگردد، اين باکتري فرصت رشد و تولید 

کند. توکسین را پیدا کرده، توکسین مقاوم به حرارت تولید مي

ر مجدداً حرارت داده شود توکسین که حتي اگطوريبه

گردد. با توجه به مانده و منجر به مسمومیت غذايي ميباقي

آوري به دست آوردن فن اهمیت نظامي و پزشکي اين توکسین

هاي نوترکیم علیه آن از و توسعه معرف جهت مقابله با آن

هاي متعددي براي بررسي اهمیت بسیاري برووردار است. روش

اما غالباً  (،10-20اکنون در دسترس است )ها همانتروتوکسین

هاي مونوکلونال باديهاي ايمونوشیمیايي بر مبناي آنتياز روش

 (.20شود )استفاده مي

هوايي هوا، گلیکووپروت ینهوا يوا ايمونوگلوبوولینبواديآنتي 

هوواي وووارجي يعنووي طور اوتصاصووي مولکولهسووتند کووه بووه

بووا  اند راهووا شوودهتشووکیش آنهووا و عووواملي کووه باعووث ژنآنتي

هاي سوالم هاي مختلف و بودون توأ یر سووء بور سولولمکانیزم

 گوردش در بواديآنتي نوع ترينفراوان(. 21)کنند شناسايي مي

داراي سواوتمان کوه  است IgGدايمرهاي وداران هوممهره وون

دو بواهم پ تیدي که دوبوهکلي مشترک، شامش چهار زنجیره پلي

ي سنگین يکسان و دوزنجیره سبک يکسان، دوزنجیرهاند: مشابه

ها بواهم و بوا زنجیوره ديگور بوا پیونود که وود اين زنجیرهاست 

ي سوبک شوامش يوک اند، هور زنجیورهسولفیدي متصش شدهدي

ي اسوت. زنجیوره CLي  ابت و يک منطقه VLي متغیر منطقه

ي  ابوت ( و سه منطقوهVHي متغیر )سنگین شامش يک منطقه

(CH1, CH2, CH3است. مناطق متغیر )  اوتصاصویت، تنووع و

ژن را مشخص کرده و مناطق  ابت ساوتار تمايش اتصال به آنتي

بادي و عمر آنتيکنند و در تعیین نیمهبادي را مشخص ميآنتي

 (.23، 22)ژن مر رند استحکام ناحیه متصش شونده به آنتي

اي از هاي منوکلونال دستهباديآنتيها، باديدر میان آنتي

هاي واصي را شناسايي ژنها هستند که تنها آنتيباديآنتي

استثناي جالبي در سرم انواع  1993در سال کنند، اما مي

 Camelusشترسانان شامش شترهاي دنیاي قديم )

bacterianus،Camelus   (dromedaries  و شترهاي دنیاي

 llama glama،llama pacos ، llama vicugna ،llamaجديد )

guanicoe (، 24هاي غضروفي مشاهده شد )( همننین ماهي

هاي معمولي باديدر سرم وون اين حیوانات ع وه بر آنتي

هاي عملکردي زنجیره سنگین بادياي آنتيم حظهمقادير قابش

هاي باديعاري از زنجیره سبک يافت شد که در دسته آنتي

ها در IgG(، سه زيرگونه عملکردي از 25قرار گرفت ) منوکلونال

هترودايمري متشکش  IgG1سرم وانواده شتر سانان وجود دارد: 

 IgG2که از همودايمرهاي زنجیره سبک و سنگین است درحالي

اند در نتیجه به هاي سنگین تشکیش شدهتنها از زنجیره IgG3و 

شود. گفته مي (hcAbsهاي زنجیره سنگین )باديها آنتيآن

hcAbها اند که به آنهاي متغیر تشکیش شدهها از دومینVHH 

و  CH2هاي  ابت شود که توسط دومینيا نانوبادي گفته مي

CH3 هاي معمولي باديشود. در مقايسه با آنتيهمراهي مي

CH1 ها وجود ندارد و ناحیه لولا که در آنVHH  و نواحي

CH2 طورمعمول ویلي سخت و در کند بهرا به هم متصش مي

(، قطعه اتصال يابنده 26هاي معمولي بلند است )IgGمقايسه با 

 -Fab: VH-CH& VL)بادي ک سیک ژن در يک آنتيبه آنتي

CL )و در آنتي( بادي شتري تک دومین متغیرVH در )hCAbs 

 .(28، 27) است

هاي اوتصاصي معمولاً حیووان بوا باديبراي جداسازي آنتي

mg 1 هفته واکسینه  5بار در هفته و در طول مدت ژن يکآنتي

شود. ادجوانت کامش فروند براي تزريق اول و ادجوانت نواقص مي

گیورد و مراحوش فروند براي تزريق کمکي مورد استفاده قرار مي

صوورت  1توسط روش غربوالگري VHHتهیه کتابخانه و انتخاب 
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صوورت بسوتري به هاسازي کتابخانوهگیرد. روش ديگر آمادهمي

بوا  CDRوسویله پیونود تصوادفي نوواحي مصنوعي اسوت کوه به

(. روش اول مزيوت 27شود )داربست زنجیره سنگین ساوته مي

شوند معموولاً بالغ مي هايي که در داوش بدنVHHبهتري دارد: 

کووه بووه روش بسووتر  هووايياوتصاصوویت و  بووات بووالاتري از آن

هاي مختلفوي رند. روششوند دامصنوعي و غیر ايمن ساوته مي

وجوود دارد. اولوین انتخواب  VHHبراي بیوان قطعوات محلوول 

ست که بستگي به وکتور انتخواب ا اشرشیا کليمعمولاً تولید در 

شووده را سووويه بوواکتري دارد، همننووین پووروت ین بیان شووده و

پ سم هدايت کورد و يوا اينکوه در سیتوپ سوم توان به پريمي

صورت اينکلووژن بوادي بواقي يا به عنوان يک محصول محلولبه

 (.30ماند )مي

 

 هامواد و روش

و  Bهمکاران مراحوش تولیود نانوبوادي علیوه انتروتوکسوین 

 صورت زير انجام دادند:سازي کتابخانه فاژي را بهغني

بوه شوتر در ناحیوه گوردن و  SEBتزريق عض ني توکسین 

سوازي، منظور ايمننزديک به غدد لنفاوي طي چندين نوبت، به

ها با استفاده از فايکول از گیري از شتر و تخلیص لنفوسیتوون

با اسوتفاده از  mRNAوون محیطي و يا غدد لنفاوي، استخراج 

SDS  و گوانیديوم تیوسویونات و تهیوهcDNA  توسوط تکنیوک

RT-PCR تکثیر ژن نانوبوادي بوا اسوتفاده از تکنیوک ،Nested 

PCR،  کلون ژنVHH  در وکتور بیاني فاژي سو س ترانسوفورم

هوا توسوط VHHنهايتواً انتخواب به بواکتري و تهیوه کتابخانوه، 

شووده نووواحي تقويت cDNAکووه در آن تکنیووک نمووايش فوواژي 

اي بیوان کنود کوه در سوطح فاژهواي رشوتهمتغیري را کود مي

ژن کنند که بوه آنتويشود. فاژها نواحي متغیري را عرضه ميمي

ژن توسوط روش متصش شونده به آنتي VHH شوند ومتصش مي

، در ادامه فرآيند که دسوتور (31گردد )جداسازي مي غربالگري

در  XL1-blueسووويه  E.coliکووار ايوون تحقیووق اسووت: بوواکتري 

حاوي ژن  5E pCANTABمنظور استخراج وکتور آزمايشگاه به

، که اين استخراج طبوق کیوت کشت داده شد VHHکلون شده 

صورت پذيرفت. سو س بور اسواس تووالي ژن  BioFluxشرکت 

VHH افوزار يک جفت پرايمر بوا اسوتفاده از نرمGene Runner 

سومت  توالي پرايمرها را نشان مي دهد. 1جدول طراحي گرديد.

و سومت  NdeI( جايگاه برش آنزيم Forwardپرايمر پیشرو ) ´5

قورار داده  XhoI( جايگاه برش آنوزيم Reverseپرايمر پسرو ) ´5

 شد.

طبوق اي پلیمراز در دسوتگاه ترموسوايکلر س س واکنش زنجیره

بوه مودت  c˚94در دماي  Denaturationبرنامه زير انجام گرفت: 

، (Denature:94˚C/35s)سیکش، هر سویکش:  30دقیقه، س س  5

(Annealing:56˚C/35s), (Extension:72˚C/35s) و.(Final 

Extension:72˚C/10min 
و طبووق کیووت  آنووالیز گرديوود %1در ژل آگووارز  PCRمحصووول 

و بعوودازآن دو تخلوویص  BioFluxتخلوویص از روي ژل شوورکت 

 XhoIو  NdeIهواي بوا آنزيم pET21a)+(طرف قطعه و وکتوور 

هواي مربوطوه، بعد از بورش وکتوور و قطعوه بوا آنزيمبريده شد. 

مرحله بعودي اتصوال انتهواي چسوبنده قطعوه و وکتوور بیواني 

(+)a21pET  با آنزيمDNA 4T .از طرفوي بواکتري  لیگواز اسوت

E.coli  سويهTOP10F  در محیط مايعLB-Broth  کشوت داده

و مراحش ايجاد سلول مستعد طي شود و وکتوور حواوي ژن  شد

م، بعود از ترانسوفور .موردنظر به باکتري فوق ترانسفورم گرديود

سوویلین هوواي حوواوي آم يسوس انسوویون میکروبووي در بلیت

mg/ml80  و در انکوبوواتور˚c37  قوورار داده شوود. سوو س بووراي

هواي ااهرشوده بور اطمینان از صحت ترانسفورم از توک کلوني

بوا هموان شورايط  PCRروي پلیت ماتريکس تهیه شد و کلنوي 

 دمايي انجام شد.

جووواب مثبووت دادنوود و از  PCRهوواي کووه در کلنووي از کلني

هوا اطمینوان حاصوش شود بوه آن pET21aترانسفورم پ سمید 

بوه  VHHاستخراج پ سمید صورت گرفت و براي بیان پروت ین 

ترانسفورم شد. سو س  BL21(DE3)سويه بیاني  E.coliباکتري 

 LB-Brothهوا در محویط موايع هوا و کشوت آنبا انتخاب کلني

، 6/0شرايط براي بیان اين پروت ین بهینه گرديد )جوذب نووري 

میلووي مووولار (. بیووان پووروت ین پووس از  c˚37 ،IPTG 1دموواي 

روز پوس از القواء، توسوط شوبانه 1ساعت و همننین  4گذشت 

مورد بررسي قرار گرفت.  %15و ژل آگارز  SDS-PAGEتکنیک 

آمیزي با کیلو دالتوني رنگ 15بعد از مشاهده بیان اين پروت ین 

کوماسووي بلووو صووورت گرفووت و تکنیووک وسووترن بوو ت جهووت 

 اطمینان از صحت ماهیت پروت ین تولیدشده انجام پذيرفت.

 نتایج
جهت  PCRمطابق برنامه دمايي ذکرشده در بخش قبش واکنش 

انجام شد. براي سنجش میزان غلظت قطعوه  VHHتکثیر قطعه 

 توالي پرايمرهاي پیشرو و پسرو -1جدول 
 

5´-TAT ACA TAT CAG ACC GAGCAT CA-3´ Forward Primer 
5´-TAA CTC GAG GGA TTG TCC TG-3´ Reverse Primer 
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 ینانوباد یانکلون و ب

VHH  و وکتور بیانيpET21a  نسبت به يکديگر، قبوش و بعود از

بارگذاري شد.  %1ها در ژل آگارز برش آنزيمي، هرکدام از نمونه

و ترانسفورم وکتوور مربوطوه  VHHپس از الحاق وکتور و قطعه 

، الکتروفوورز محصوول کلنوي TOP10Fسويه E.coli به باکتري 

PCR  جفت بوازي را  400از پلیت حاوي وکتور نوترکیم، قطعه

پووس از تأيیوود صووحت ترانسووفورم وکتووور بووه اکثوور  نشووان داد.

هواي هاي بواکتري نوبوت بوه اسوتخراج پ سومید از کلنيکلني

رسود، در ايون مرحلوه بوار ديگور بوراي تأيیود از روي مثبت مي

 بعودازآن پ سومید بوه (.1انجام شود )شوکش  PCRپ سمیدها 

ترانسفورم شد. بعد از انجوام  BL21(DE3)سويه E.coli باکتري 

SDS-PAGE بانود  2آمیزي کوماسي بلوو مطوابق شوکش رنگ و

کیلو دالتون مشاهده شد و  15با وزن مولکولي  VHHپروت یني 

گذاري وسترن براي نمونه موردنظر و کنترل منفي آن انجام لکه

و در  PVDFبانود مووردنظر بور روي کاغوذ  3گرديد. در شوکش 

 شود.کیلودالتون ديده مي 15 ناحیه

 

 بحث
ابزاري براي تحقیقات ضروري و کو س وووبي ها باديآنتي

کوه اسوت  امروزه  ابت شوده هاي بالیني هستند.براي تشخیص

ها براي تحقیقات درماني و تشخیصي پايوه باديبسیاري از آنتي

بعد از گذشت بیش از ربع قرن تو ش  .(32و پیشرفته مفیدند )

هوواي نوترکیووم امووروزه ايوون مووواد باديدر زمینووه تولیوود آنتي

هواي ترين ترکیبوات دارويوي بوراي درموان انوواع بیماريراوانف

هواي هواي نوترکیوم در آزمونباديباشوند؛ اموا آنتيانساني مي

ترين اند که مهمهاي اساسي از وود نشان دادهبالیني محدوديت

ها: ايمونوژن بودن )بوه دلیوش کود شودن توسوط اين محدوديت

ي و نفووذ کوم بوه هواي طبیعوهاي موش(، توزيع در بافتسلول

اي در زمینووه تومورهوواي سووخت اسووت. توواکنون توو ش عمووده

تر کووه ويژگووي و تمايووش مهندسووي واحوودهاي اتصووالي کوچووک

زايوي کمتوري هاي ک سویک را حفوک کورده و ايمنيباديآنتي

 (.34، 33داشته باشد، صورت گرفته است )

 
 

شده از باکتري الکتروفورز حاصش از پ سمیدهاي استخراج -1شکل 

TOP10Fحاوي قطعه ، VHHشود طور که در شکش مشاهده مي، همان

 bpمارکر  1دهد و ستون نشان مي را bp 400قطعه  5تا  2هاي ستون

 دهد.را نشان مي 100
 

 
 

 1ستون  .SDS-PAGEبررسي بیان نانوبادي به کمک روش  -2شکل 

بیان  3چهار ساعت پس از القا، ستون  2کنترل منفي )القا نشده(، ستون 

مارکر اندازه مولکولي  4و ستون  روز پس از القاپروت ین يک شبانه

 پروت ین

 

 

، کنترل 1و  6بیان پروت ین به کمک وسترن ب ت، ستون  -3شکل 

نشانگر وزن مولکولي پروت ین، ستون  2منفي )باکتري القا نشده(، ستون 

دو ساعت  4روز پس از القا(، ستون بیان دپروت ین موردنظر )يک شبانه 3

 .IPTGچهار ساعت پس از القا توسط  5پس از القا، ستون 
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 و همکاران زهرا توسلي
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عنوان عوامش هاي کوچک را بهها اين پروت ینکشف نانوبادي

ويي مناسبي معرفي کرده اسوت چراکوه عو وه بور تمايوش و دار

هوواي منوکلونووال اسووت، از باديهووا ماننوود آنتياوتصاصوویت آن

اند و داراي اي طبیعووي سوواوته شوودهسوواوتارهاي تووک زنجیووره

هوايي از ويژگي(، 25هاي بیوفیزيکي متعوددي هسوتند )ويژگي

 زيواد زايي ضعیف: به دلیش اشتراک و همولوژيايمني -1قبیش: 

و  3انسواني  VHهاي وانواده ها با ژنهاي کدکننده آنتوالي ژن

کاري بووا ايوون ويژگووي دسووتتووک دومینووي بووودن:  -2(. 35) 4

ژن ها در مقايسه با قطعات متصوش شوونده بوه آنتويژنتیکي آن

بیوان  scFvو  Fabتواند در اشکال هاي معمولي که ميباديآنتي

طور ي سبک و سنگین بايود بوههاشوند، )در هر دو مورد زنجیره

در مقابوش، قطعوه فعوال  تر اسوت،جداگانه کلون شووند( راحوت

هوواي زنجیووره سوونگین باديژن آنتيمتصووش شووونده بووه آنتووي

راحتي کلون شده و با عملکرد بالا با به VHHشکش  توانند درمي

-3(. 25هاي بیوواني مختلووف بیووان شوووند )اسووتفاده از سیسووتم

ها ها آنVHHها: تنوع زياد طول و توالي وپتشناسايي انواع اپي

(، بلکه 36تنها در سطح )هايي که نهتوپرا قادر به شناسايي اپي

ها VHHسازد. هاي اعماق يک پروت ین قرار دارند، ميدر شکاف

هواي هوا اعوم از هاپتنتوپاند که طیف وسیعي از اپينشان داده

کننود شناسوايي ميها را ( تا محش اتصال آنزيم38، 37کوچک )

دهود توا در ها اجوازه ميها به آنVHHاندازه کوچک  -4(. 39)

ها نفوذ کنند، از موانع مانند سد ووني مغزي بگذرنود و بوه بافت

هواي باديهوا بوه آنتيهايي متصش شوند کوه اتصوال آنتوپاپي

ها ح لیت و مقاومت VHH -5(. 40پذير نیست )معمولي امکان

يط واسرشتگي با دماهاي بالا از ووود نشوان بالايي حتي در شرا

نفوذ بوه عموق بافوت ( و وصوصیات ديگري چون 41دهند )مي

متووراکم، رونوود مطلوووب بووراي تحويووش دارو، افووزايش  بووات 

وصوصیات بیووفیزيکي و دارويوي  و ترمودينامیکي، حذف سريع

هاي چنودکاره، ها به پروت ینمناسم به همراه قابلیت تبديش آن

عنوان نسوش جديودي در درموان بور پايوه ها بهز آنسبم شده ا

بووادي يوواد شووود. همننووین اهووور مهندسووي مولکووولي و آنتووي

هوا باديتکنولوژي نمايش فواژي بوه گسوترش کاربردهواي آنتي

ازجمله  هاي متعدد،براي تصويربرداري مولکولي و درمان بیماري

هواي عفووني، عروقوي، بیماري هاي وود ايمني، قلبوي وبیماري

سازي اوت لات هماتولوژيکي سرطان، التهاب و همننین ونثي

 (.32) ها کمک کرده استتوکسین

هواي نوترکیوم بوراي باديها در زمینه سواوت آنتيگزارش

هاي غذايي، سموم و عواموش جنوگ بیولوژيوک شناسايي پاتوژن

کینووش و همکوواران يووک گووروه  1989کووم اسووت. در سووال 

را تهیووه  SEC1و SEBعلیووه  هوواي منوکلونووال موشوويباديآنتي

ها اعوم از کردند که هیچ واکنش متقاطعي با ساير انتروتوکسین

A، C2 ،C3، D و E  ريمونوودو  1991ايجوواد نکردنوود. در سووال

بووادي همکوواران روش سوواندويچ الايووزا را بووا اسووتفاده از آنتي

منوکلونووال ورگوشووي بووا حساسوویت تشخیصووي بیشووتر يعنووي 

، طراحوي کردنود. در SEBاز  ng/mg1شناسايي مقادير کمتر از 

در  SEBروش ديگووري بووراي شناسووايي  راکويووک 2006سووال 

هاي يوک از انتروتوکسوینغذاهاي آلوده ابداع کورد کوه بوا هیچ

 iQ-PCRاستافیلوکوکي واکنش متقاطع نودارد، نوام ايون روش 

بوار نسوبت بوه روش الايوزا حساسویت و دقوت  1000است که 

را  Pg/mg 10ه مقوادير بویش از بیشتري دارد، به اين صورت ک

( امووا بووراي شناسووايي توکسووین 43، 42دهوود )تشووخیص مي

نوترکیوم جودا شوده از کتابخانوه  Fabبوادي بوتولینیوم از آنتي

نمايش فاژي استفاده شده اسوت. همننوین از تکنیوک نموايش 

علیووه عوامووش  ScFvبووادي نوترکیووم فوواژي بووراي سوواوت آنتي

بیولوژيکي چون آنتراکس، بروس  و ريسین استفاده شده اسوت 

ها ها از آنباديتوان با اتصال عوامش گزارشگر به اين آنتيکه مي

 (.44و  43، 42عنوان بیوسنسور نیز استفاده کرد )به

 

 گيرينتيجه
اغلم کارهاي انجام شده در ايران استفاده از تکنیک نمايش 

لید کتابخانه و جداسازي نانوبادي واه علیه فاژي براي تو

 هاي مختلف است.بیماري

 دکتر شدند، VHHژن  کلون به موفق که محققاني اولین

 نام به شتري باديآنتي يک نوع هانبودند. آ همکاران و اربابي

cAb-Lys 3 در را لیزوزوم فعالیت توانستمي که کردند تولید 

 مر ري طوربه توانست باديآنتي نوع اين .کند مهار آزمايشگاه

 که موشي مدل تومور از حاصش متاستاتیک ضايعات و تومورها

 (.45کند ) مهار داد،مي بروز وود غشاي سطح در را لیزوزيم

ساب کلون ژن نانوبادي در دو وکتوربیاني و اما در اين پروژه 

pET21a  وpET28a  و ترانسفورم به دو میزبان باکتريايي

DH5a  وTOP10F  صورت گرفت؛ يعني هر وکتور به دو میزبان

 انتقال داده شد.
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 ینانوباد یانکلون و ب

و بار ديگر  IPTG، mM1 ن بار با افزودالقاء پروت ین هم يک

به محیط کشت باکتري و رشد آن  IPTG ،mM100با افزودن 

بار القا در دماي ؛ به اين صورت که يکمختلف تحت دماهاي

c˚37بار در دماي ، يکc˚25 در دماي  و بار ديگرc˚18 ،

منظور رسیدن به دمايي که در آن پروت ین القا شود و در به

 mlهاي مختلف روز و در حجمو يک شبانه 6، 4، 2هاي زمان

5 ،ml50  وml250 منظور رسیدن به زمان و حجم مطلوب به

پذيرفت. همننین بررسي بیان ژن در ژل  براي القا صورت

 انجام شد. %15و  %5/12آمید آکريش

درنتیجه شرايطي که منجر به بیان پروت ین شد: ساب کلون 

، TOP10F، ترانسفورم وکتور به باکتري pET21aدر  VHHژن 

، کشت باکتري IPTG ،mM 1القاء بیان پروت ین با افزودن 

ساعت و  4گذشت زمان و با  ml5، در حجم c˚37تحت دماي 

روز از گیري با گذشت يک شبانهگیري و بار ديگر رسوبرسوب

 .%15آمید القا و مشاهده بیان ژن در ژل آکريش

ها به استفاده از وکتورهاي بیاني متنوع و انتقال آن

هاي متعدد همننین القا در دماهاي مختلف سبم بیان میزبان

نه تنها  کاريوتي شد کهحداکثري اين پروت ین در میزبان پرو

گام مهمي در تولید نقطه قوت اين تحقیق است بلکه 

ها و تولید واکسن هاي نوترکیم براي مقابله با بیماريباديآنتي

 است.

 

 تشکر و قدرداني
صونعتي مالوک  دانشوگاه از دانموسیله بر وود لازم ميبدين

 س اسگزاري کنم. هاي مالي و معنويحمايت به واطر اشتر
 

 منافع تعارض

 .اندنکردهتعارض منافعي را اع م  گونهچیهنويسندگان  
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Abstract 
 

Background & Objectives: Staphylococcus aureus bacteria causes many different diseases by 

secretion of various enterotoxins. Therefore, it is necessary to develop ways that facilitate the 

detection of enterotoxins. Nowadays, immunochemical methods which are based on monoclonal 

antibody technology are used. The heavy chain antibodies that are called VHH or Nano body 

were found in blood serum of the Camelidae family. The unique properties of this antibody such 

as their binding to small molecules like toxins make them attractive candidates for the 

development of immunodiagnostic tests. The present study was done to achieve a VHH 

molecules against Staphylococcus enterotoxin B. 

Materials & Methods: Freighting phage library for isolate private Nano bodies against 

enterotoxin B was done in previous works. Next, pCANTAB 5E vector that consists VHH, 

extracted from E.coli bacteria strain xl1blue, and after doing PCR process with relative primers, 

sub cloning in pET21a(+) as an expression vector with cut sites NdeI and XhoI was done. 

Transformation in E.coli bacteria strain BL21(DE3) was done. Then, the cells effected with IPTG 

and producing time, and other terms were optimized. Finally, the expression of the protein with 

SDS-PAGE and western blot techniques was evaluated. 

Result: For proving cloning of nano body gene in pET21a (+) vector, nucleotide sequence of gene 

was analyzed, and transforming to E.coli bacteria strain BL21(DE3) was successful. After 

inspiration, active protein in cell was seen by SDS-PAGE technique and proved by western blot. 
Conclusion: cloning, sub cloning, and nonabody expression were surveyed in this research. 

Production of this protein can help to develop new therapeutic methods and produce vaccine 

against enterotoxin B of Staphylococcus aureus. 
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